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 Résumé 
 
Un développement racinaire optimal est essentiel pour favoriser la croissance des 
plantes et leur permettre d’accéder à de meilleurs rendements. La plupart de nos 
connaissances concernant le contrôle moléculaire du développement racinaire ont été 
acquises grâce à l’étude de la plante modèle dicotylédone Arabidopsis thaliana. Les racines 
de riz, plante modèle des monocotylédones, présentent une anatomie semblable à celle 
d’A.thaliana. Ces deux systèmes racinaires sont caractérisés par une organisation 
concentrique des tissus autour de la stèle. Entre l’endoderme et l’épiderme, le riz présente 
deux couches externes, appelées le sclérenchyme et l’exoderme, ainsi que plusieurs couches 
de cortex dans la zone centrale. Chacun de ces tissus possède des spécificités anatomiques 
et moléculaires qui leur confèrent des rôles diverses dans le développement et la croissance 
de la racine. Le nombre de couches de cortex varie en fonction du type de racines, du stade 
de développement de la plante et des conditions environnementales. Le tissu cortical a un 
rôle structurel, fonctionnel et adaptatif essentiel pour les racines de riz.  
La différenciation du cortex et de l’endoderme a été longuement étudiée chez 
A.thaliana durant la dernière décennie. Le gène SHORT-ROOT (SHR) a été identifié comme 
un gène clé dans leurs formations. Un modèle moléculaire a été développé, où SHR est 
transcrit dans la stèle, la protéine migre jusque dans l’endoderme où elle active la 
transcription du gène SCARECROW (SCR). Ensemble SHR et SCR induisent la division 
périclinale asymétrique d’une cellule initiale, permettant la formation des deux couches de 
tissus internes que sont l’endoderme et le cortex. Chez le riz, il existe des orthologues de 
SHR et SCR, qui sont apparus suite à des duplications, appelés OsSHR1 & OsSHR2 et OsSCR1 
& OsSCR2. Au sein de cette thèse nous avons tenté d’identifier le rôle des gènes OsSHR1&2 
dans la mise en place des différentes couches de cortex chez le riz. 
 
 
  
 
 
Abstract 
 
Optimal root development is central for plants to reach maximum growth and yield. 
Most of our knowledge regarding genes involved in root development has been 
accumulated in the dicotyledon model plant Arabidopsis thaliana. Roots of rice, the 
monocotyledon model, present several extra ground tissue layers compared to A. thaliana. 
Between epidermis and endodermis, rice possesses two outer cell layers, exodermis and 
schlerenchyma, and a multilayered cortex. All these tissues have specific cell identity, 
anatomical and molecular adaptations related to their diverse roles in root growth and 
function. Variation in the number of cortex cell layers depends on the rice root type and 
cortex is one of the key tissues for rice adaptation to submergence and tolerance to other 
environmental stresses.  
Cortex and endodermis differentiation in A. thaliana has been extensively studied 
during the last 10 years. Thereby, SHORTROOT (SHR) gene in Arabidopsis thaliana has been 
identified as a key gene required for their formations. An elegant model was developed, 
where SHR is transcribed in stele tissue and its protein moves to the endodermis where it 
activates SCARECROW (SCR) transcription. Together, SHR and SCR induce periclinal division 
of the ground tissue initial separating cortex and endodermis cell layers. Cortex formation in 
rice represents an intriguing contrast to A. thaliana. Variations in the number of cortex cell 
layers can be observed between the root types and during rice development. There should 
be a control mechanism for the number of cortical cell layers, and SCR and SHR rice 
orthologs represent good candidates. Two duplications in rice led to apparition ortholog 
genes of AtSHR (OsSHR1 and OsSHR2) and we have addressed the question of their 
respective function in cortex formation in rice root. 
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Introduction Générale 
 
Le riz (Oryza sativa) est l’une des principales cultures vivrières de la planète. Cette 
céréale de la famille des Poacées (anciennement Graminées) est la base de l’alimentation de 
plus de la moitié de la population mondiale, soit environ 3.5 milliards de personnes. Cette 
plante monocotylédone est cultivée dans différentes régions du globe, en particulier en Asie, 
où se concentrent 90% des surfaces. La maitrise des apports en eau constitue le principal 
problème auquel doit faire face la riziculture pour maintenir, voire augmenter la production 
(Kawata S 1965). En tant que culture vivrière majeure, sa production entre dans la 
problématique de sécurité alimentaire mondiale. En effet, la population mondiale est en 
constante augmentation, avec une prévision d’un milliard de personnes supplémentaires 
d’ici 2020. Cette croissance démographique s’accompagne d’une augmentation de la 
consommation alimentaire, estimée à plus de 50 % d’ici 5 ans. Pour répondre à ces besoins il 
s’avère nécessaire d’augmenter les productions céréalières. Selon la FAO (Food and 
Agriculture Organization), la production mondiale de riz en 2009 était de 685 millions de 
tonnes et a été estimée à 730 millions de tonnes pour l’année 2012. La consommation 
mondiale de riz augmente chaque année ; en effet, le passage de l’année 2011 à 2012 a 
nécessité une hausse de production de 7,4 millions de tonnes. Cela signifie que dans 10 ans 
le monde devra produire 50 millions de tonnes de riz de plus qu’il n’en produit aujourd’hui. Il 
est donc primordial d’apporter de nouvelles solutions aux sélectionneurs, dans le but de 
créer des variétés mieux adaptées aux contraintes environnementales, et à anticiper les 
conséquences du changement climatique en cours sur les rendements. Une solution possible 
serait d’augmenter la proportion de surfaces cultivables en optimisant le développement du 
riz dans des conditions limitantes. 
La séquence complète du génome du riz a été publiée en 2005 (Katsiarimpa, 
Kalinowska et al. 2013) conférant à cette plante un statut de plante modèle. Son génome 
compact s’organise en 12 chromosomes sur lesquels se répartissent entre 35 000 et 40 000 
gènes. La séquence annotée du génome du riz, associée à l’existence de nombreuses 
collections de mutants, a ouvert les portes de la génomique fonctionnelle chez cette espèce 
(Krishnan, Guiderdoni et al. 2009). Ces outils ont permis d’accélérer les études de gènes 
d’intérêts agronomiques intervenant dans la physiologie de la plante, la productivité et la 
qualité de la récolte, la défense des bio-agresseurs et dans l’adaptation des plantes à des 
conditions environnementales changeantes, notamment en réponse au stress hydrique. 
Toutes ces études sont menées dans l’optique de répondre aux défis agronomiques de la 
riziculture actuelle. Depuis la domestication des plantes cultivées il y a 10 000 ans jusqu’au 
XXème siècle, les agriculteurs pratiquaient la sélection massale. Cette sélection consistait à 
prélever les graines des plantes les plus vigoureuses et de les semer pour la culture suivante. 
C’est au cours de la révolution verte apparue dans les années 50 que d’énormes progrès ont 
été réalisés dans le domaine de la sélection des plantes cultivées (Courtois 2007). La création 
de l’International Rice Research Institute (IRRI) en 1959 a concentré les efforts pour 
améliorer les variétés de riz. Ainsi de nombreux nouveaux critères de sélection sont apparus,  
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avec dans un premier temps l’apparition des variétés semi-naines, dont la taille réduite 
permettait de limiter la verse et d’augmenter le rendement. Puis sont apparus des critères 
basés sur des propriétés de la plante telle que la qualité du grain, la précocité de la plante et 
les résistances aux maladies. Ces critères permirent d’obtenir des variétés hyper-productives 
avec des cycles de développement plus courts et donc d’envisager plusieurs récoltes par an 
dans les environnements les plus propices. Ce n’est que dans les années 1990 que la notion 
d’idéotype prit forme (Cassman 1993), et le système racinaire devint alors un élément clé 
dans les schémas de sélections. En effet, le système racinaire, en plus de sa fonction 
d’ancrage dans le sol, permet l’accès aux ressources hydrominérales présentes (Gregory 
2006). De plus, il est aujourd’hui bien établi que l’architecture racinaire est un paramètre clé 
de la tolérance aux stress abiotiques (Price, Steele et al. 2002; Tuberosa, Sanguineti et al. 
2002). Ainsi, une meilleure connaissance du contrôle moléculaire du développement et de la 
plasticité adaptative de l’appareil racinaire permettrait aux sélectionneurs de construire de 
nouvelles variétés mieux adaptées aux besoins, par la technique de sélection assistée par 
marqueurs. Une part importante des adaptations réussies résulte d’adaptations 
morphologiques et anatomiques, en particulier au niveau des tissus internes de la racine. 
Malheureusement, il existe peu de données moléculaires disponibles permettant 
d’envisager la conception d’idéotypes racinaires adaptés à des conditions de stress variées. 
C’est au cœur de cette problématique que travaille l’équipe DAR (Développement Adaptatif 
du Riz) de l’UMR AGAP (Génétique et Adaptation des Plantes tropicales et 
méditerranéennes) du CIRAD (Centre de coopération Internationale en Recherche 
Agronomique pour le Développement) de Montpellier, au sein de laquelle j’ai effectué ma 
thèse. L’un des sujets sur lesquels se focalise l’équipe est l’étude des mécanismes du 
développement de l’appareil racinaire du riz, et plus précisément l’étude de la mise en place 
de ses tissus internes. 
 
Mon travail de thèse s’inscrit dans un axe de recherche dont le but est d’étudier le 
contrôle moléculaire de la différenciation  des tissus internes dans la racine de riz. Mon sujet 
est axé sur le tissu cortical et cherche à répondre aux questions suivantes : Quelle est son 
organisation ? Quelles sont ses particularités ? Comment sa mise en place est-elle régulée ?  
Chez Arabidopsis thaliana, deux gènes codant des facteurs de transcription de la 
famille GRAS, appelés SCRARECROW (AtSCR) et SHORTROOT (AtSHR) ont été identifiés 
comme des acteurs clés dans la mise en place de ces tissus. Nous nous sommes donc 
penchés sur l’étude fonctionnelle des orthologues putatifs d’AtSHR nommés OsSHR1 et 
OsSHR2. Au cours de ce travail de thèse, nous avons donc voulu savoir quel était le rôle de 
ces facteurs de transcription (FT) dans la mise en place des tissus racinaires, et si leurs 
fonctions étaient similaires à celle d’AtSHR chez A.thaliana? L’objectif final étant de 
développer un modèle moléculaire du fonctionnement de ces gènes dans la mise en place 
du cortex. Pour répondre à cette problématique, plusieurs axes d’études ont été menés au 
cours de ces trois années de thèse. Les données obtenues sont présentées dans ce manuscrit 
qui est organisé en trois parties majeures. Après une synthèse bibliographique sur le cortex  
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et le rôle de gènes clés impliqués dans sa mise en place, une synthèse du travail réalisé 
autour de l’organisation du tissu cortical chez le riz sera présentée. Dans un second temps, 
nous présenterons les résultats obtenus concernant le rôle des gènes OsSHR1 et OsSHR2 
dans la mise en place de ce tissu, qui nous ont permis de proposer un modèle moléculaire de 
leur fonctionnement. La troisième partie de ce manuscrit traitera d’une analyse plus 
approfondie du facteur de transcription OsSHR1, qui semble également être impliqué dans la 
callogénèse. 
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Figure 1 : Systèmes racinaires pivotant et fasciculé (Smith and De Smet 2012). Barres = 1cm 
(a) Système racinaire pivotant d’Arabidopsis thaliana 
(b) Système racinaire fasciculé du maïs 
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I. Systèmes racinaires 
I.1 Définition d’un système racinaire 
 
Le système racinaire est une composante anatomique fondamentale des végétaux 
supérieurs. Il regroupe différents types de racines qui sont les organes souterrains 
permettant à la plante de puiser les ressources dans le sol, telles que l’eau et les minéraux 
(Gregory 2006; Mai, Phung et al. 2014). En effet les racines ont pour rôle de prélever des 
substances vitales dans le sol, telles que eau, sels minéraux et nutriments, afin d’alimenter 
les cellules de la plantes. Le système racinaire est également nécessaire à la stabilité de la 
plante. Grâce à son ancrage dans le sol, il assure le port dressé de la plante (Nawy, Lee et al. 
2005). En plus de ses rôles d’absorption des nutriments et de fixation de la plante, la racine 
est aussi un organe de réserve. Ces racines sont organisées selon une architecture complexe 
dépendant de plusieurs paramètres, tels que leur morphologie, leur anatomie, leur 
distribution hiérarchique et leur arrangement spatial (Jung and McCouch 2013; Ristova, 
Rosas et al. 2013). 
Il existe deux principaux types de systèmes racinaires: le système racinaire pivotant 
et le système racinaire fasciculé. Le système pivotant se retrouve principalement chez les 
Dicotylédones et les Gymnospermes. Il se caractérise par une racine principale à 
gravitropisme positif sur laquelle se développent des racines latérales. Il est caractéristique 
de la carotte ou de la plante modèle Arabidopsis thaliana (Figure 1 a). Le système fasciculé, 
retrouvé chez presque toutes les monocotylédones (comme le riz et le maïs), se caractérise 
par la présence d’un grand nombre de racines. Une première racine émerge durant le stade 
embryonnaire (racine primaire, radicule ou racine séminale) puis est remplacé au cours du 
développement de la plante par des racines coronaires (appelées aussi adventives). Les 
racines séminales et coronaires peuvent se ramifier et produire des racines latérales, ce qui 
permet d’augmenter la surface d’exploration du sol (Smith and De Smet 2012) (Figure 1 b). 
Les racines coronaires et latérales, qui sont des racines post-embryonnaires, ont un 
mécanisme de formation qui leur sont propre et qui diffère de celui de la séminale (Orman-
Ligeza, Parizot et al. 2013). De nombreuses études sont menées pour identifier les réseaux 
de gènes impliqués dans la formation du système racinaire et comprendre les voies de 
signalisations activées (Jung and McCouch 2013; Mai, Phung et al. 2014). Cependant les 
connaissances sont encore limitées et de nombreuses choses restent encore à découvrir.  
 
I.2 Comparaison des systèmes racinaires du riz et d’Arabidopsis thaliana 
 
Ces racines sont caractérisées par une organisation commune. Elles sont constituées 
de trois grands groupes de tissus : l’épiderme, les tissus internes et les tissus vasculaires 
(Gregory 2006). Les faisceaux vasculaires (xylème et phloème) sont situés dans la stèle, au 
centre de la racine. Les autres tissus s’organisent autour d’eux de façon concentrique. 
L’épiderme est la couche la plus externe dont le rôle est de protéger la racine. Avec ses poils   
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Figure 2: Anatomie racinaire comparée entre A.thaliana et le riz. Comparaison de 
l’organisation radiales des tissus racinaires entre A. thaliana (a) et Riz (b). (Nakajima, Sena et 
al. 2001; Rebouillat, Dievart et al. 2009) 
Figure 3: Anatomie racinaire comparée entre Arabidopsis thaliana et le riz. (Nakajima, Sena 
et al. 2001; Rebouillat, Dievart et al. 2009) 
(a) Mise en place des tissus internes au niveau du RAM chez A. thaliana. 
(b) Mise en place des tissus internes au niveau du RAM chez le Riz. 
(c) Zoom sur le méristème racinaire du riz  
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absorbants, cette couche a également la fonction de puiser les nutriments dans le sol. A 
l’intérieur de l’épiderme se trouvent les tissus internes. Selon les espèces, leur organisation 
est plus ou moins complexe. Par exemple, chez A.thaliana ils se résument à deux tissus 
monocouches: le cortex et l’endoderme (Figure 2 a), tandis que chez le riz plus de couches 
sont formées avec de l’extérieur vers l’intérieur : l’exoderme, le sclérenchyme, le cortex et 
l’endoderme (Figure 2 b). Dans la littérature, les tissus internes (entre la stèle et l’épiderme) 
sont parfois regroupés sous un terme générique, le cortex (Lux, Luxova et al. 2004). En effet, 
les tissus internes des Angiospermes dérivent tous d’une même cellule initiale, qui est à 
l’origine de toutes les couches cellulaires. Les différenciations tardives des cellules corticales 
génèrent de l’endoderme pour la couche la plus interne et du sclérenchyme ou de 
l’exoderme pour les couches les plus périphériques (Kawata S 1965). Chacun de ces tissus 
présente une fonction bien précise : l’exoderme et l’endoderme forment des barrières 
sélectives aux ions vers les tissus conducteurs. Leurs parois se différencient en cadres de 
Caspary, qui sont des cadres imperméables constitués d'une substance cireuse appelée la 
subérine. Grâce à ces structures, ces tissus contrôlent le transport des nutriments et de l’eau 
dans la racine, et jouent également un rôle dans la défense contre les pathogènes (Geldner 
2013). Le sclérenchyme avec ses parois fortement lignifiées est un tissu de soutien, 
conférant une solidité particulière à la racine. Il a également un rôle de barrière à certains 
métaux toxiques tel que l’aluminium (Rebouillat, Dievart et al. 2009). Le cortex est la zone 
centrale où se concentrent les réserves. Selon l’espèce et selon le stade, cette couche est 
d’épaisseur variable (une couche chez A.thaliana et d’une à douze couches chez le riz). 
Certaines des cellules corticales peuvent entrer dans un programme de mort cellulaire 
nommé lysogénie, qui conduit à la formation de cavités appelées aérenchymes.  
 
I.3 Mise place des systèmes racinaires 
 
Les tissus racinaires sont mis en place au cours du développement au niveau de zones 
mitotiquement actives appelées méristèmes racinaires (Evert and Esau 2006; Gregory 2006). 
Les méristèmes sont des zones de croissance et de prolifération présents chez toutes les 
plantes terrestres. Ils sont à l’origine de l’ensemble des cellules de la plante, qui par la suite 
se différencieront et donneront naissance aux différents tissus et organes. Le méristème 
apical racinaire (RAM) génère donc les différents tissus racinaires, qui se mettent en place 
autour d’un groupe de cellules appelé centre quiescent (QC) (Figure 3). Ce QC est présent 
dans l’ensemble des racines des plantes supérieures et sa taille est proportionnelle au 
diamètre racinaire (Clowes 1984). Il peut être très petit, quatre cellules chez A.thaliana 
(Clowes 1984) mais peut atteindre plusieurs milliers de cellules chez le maïs (Clowes 1984; 
Dolan, Janmaat et al. 1993). Le QC se compose de cellules qui ne se divisent pas ou très peu. 
Chez A.thaliana et le riz, les cellules les plus internes nommées « initiales » se trouvent 
autour du QC (Clowes 1958; Clowes 1978). Chez A.thaliana elles sont appelées Cortex-
Endodermis-Initials (CEI) et chez le riz Common-Endodermis-Exodermis- Initiales (CEEI). Ces 
cellules ont la particularité d’être totipotentes (Evert and Esau 2006) ce qui signifie qu’elles  
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peuvent se différencier en n’importe quel type de cellules. Elles se divisent de façon 
anticlinale (perpendiculairement à la surface) pour donner les cellules initiales dites « filles » 
(CEID ou CEEID) qui sont adjacentes aux CEI. Les cellules filles se divisent à leur tour de façon 
périclinale (parallèlement à la surface) et augmentent ainsi le nombre de cellules par 
couches et forment les tissus internes. Ces couches se différencieront en endoderme et 
cortex chez A.thaliana ; en épiderme, exoderme, sclérenchyme, cortex et endoderme chez le 
riz.  
II. Le Cortex 
II.1 Origine et évolution du cortex 
 
Les cellules corticales sont originellement considérées comme des cellules 
parenchymateuses (Clark and Harris 1981). Le parenchyme est, par définition, un tissu 
composé de cellules vivantes qui présentent des morphologies et des physiologies variées et 
qui sont capables de croitre et de se diviser (Evert and Esau 2006). Ces cellules sont peu 
différenciées et remplissent diverses fonctions telles que l’activité photosynthétique, des 
fonctions de stockage ou autres activités métaboliques. Le terme « cortex » est également 
utilisé pour désigner l’ensemble des tissus internes (Lux, Luxova et al. 2004; Gregory 2006). 
En effet, tous ces tissus sont issus de divisions successives d’une même cellule initiale. Selon 
cette définition, toutes les couches produites par cette initiale appartiendraient à un même 
tissu (le cortex), et acquerraient des identités et des propriétés fonctionnelles distinctes. La 
différenciation des parois cellulaires en cadres de Caspary ou leur épaississement par un 
phénomène de lignification engendrerait la différenciation des cellules dites corticales en 
endoderme, exoderme ou sclérenchyme, et leur confèrerait des fonctions particulières. 
L’utilisation du terme cortex est donc à préciser. Dans le cadre de notre travail, nous 
désignerons par cortex les couches de cellules comprises entre l’endoderme et le 
sclérenchyme, et nous utiliserons le terme générique « tissus internes » pour désigner 
l’ensemble des couches de cellules comprises entre la stèle et l’épiderme.  
Le cortex est un tissu composé d’un nombre de couches variables. Le riz et le maïs 
sont composés de plusieurs couches de cortex, dont le nombre varie au cours du 
développement et selon les conditions environnementales, tandis qu’A.thaliana n’en 
comporte qu’une seule. Une récente étude a mis en évidence une augmentation du nombre 
de couches de cortex chez A.thaliana en cas de stress abiotique (Cui 2015), suggérant un rôle 
de ce tissu dans l’adaptation au déficit hydrique. En plus de faire varier le nombre de 
couches, certaines espèces sont aussi capables de former des structures particulières au sein 
de ce tissu, appelées aérenchymes (paragraphe I.2). Les aérenchymes sont des cavités 
aérifères qui permettent une meilleure diffusion de l’oxygène dans les racines de riz et 
confèrent ainsi une adaptation du tissu aux conditions de submergence (Coudert, Perin et al. 
2010; Zhu, Brown et al. 2010). Ces aérenchymes peuvent aussi être formés en réponse à un  
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déficit hydrique ou à des stress édaphiques. Dans des conditions de carence en azote, 
phosphore ou sulfate, le maïs est capable de former des aérenchymes pour augmenter les 
apports en nutriments et combler ce déficit (Drew, He et al. 1989; Bouranis, Chorianopoulou 
et al. 2003; Fan, Zhu et al. 2003). La capacité du cortex à augmenter sa surface 
d’aérenchymes permet à la plante de diminuer ses consommations énergétiques (moins de 
cellules à alimenter) et de conserver le même volume de sol exploré. Cette faculté permet 
donc à la plante de conserver une dynamique de croissance en conditions de carences. Le 
tissu cortical a donc un rôle structurel, fonctionnel et adaptatif essentiel pour les racines, et 
particulièrement chez le riz. 
II.2 L’inner-cortex et sa régulation 
 
 Chez A.thaliana certaines cellules endodermales ont la particularité de pouvoir se 
diviser tardivement et de produire une couche supplémentaire de cortex (Baum, Dubrovsky 
et al. 2002). Cette couche n’est pas issue des divisions méristématiques des cellules initiales 
qui sont à l’origine de l’ensemble des cellules des tissus internes, mais elle est formée à 
partir d’une division périclinale d’une cellule d’endoderme située en face d’un pôle de 
xylème (Paquette and Benfey 2005). Cette division n’est observée que chez des racines 
âgées de plus d’une semaine (Baum, Dubrovsky et al. 2002; Paquette and Benfey 2005) et 
est appelée « middle cortex » en raison de sa position anatomique centrale entre 
l’endoderme et le cortex. Bien que ces cellules aient une morphologie plus proche des 
cellules de l’endoderme (forme allongée et paroi épaissie), elles ont des caractéristiques 
moléculaires propres aux cellules corticales (Paquette and Benfey 2005). Le contrôle 
génétique de la mise en place de cette couche implique les facteurs de transcription SHORT-
ROOT (SHR) et SCARECROW (SCR) (Paquette and Benfey 2005; Koizumi, Hayashi et al. 2012). 
La présence de ce tissu a également été décrite chez le riz (Pauluzzi, Divol et al. 
2012). Tout comme chez Arabidopsis thaliana, cette couche serait localisée entre 
l’endoderme et les couches de cortex, et serait issue du même processus, à savoir une 
division tardive d’une cellule d’endoderme. Ce tissu est décrit chez plusieurs cultivars de riz, 
tels que Nipponbare mais aussi chez l’espèce sauvage Zizania latifolia (Yang, Zhang et al. 
2014), où elle est nommée inner-cortex. Le terme « middle-cortex » est ambigu chez 
les monocotylédones, car il est parfois utilisé pour désigner les couches centrales se 
différenciant en aérenchymes (Baluška, Brailsford et al. 1993; Kawai, Samarajeewa et al. 
1998). Le terme inner-cortex est aussi utilisé chez le maïs pour décrire la couche de cortex 
adjacente à l’endoderme (F. Baluška 2001), qui se distingue de l’outer-cortex par la forme de 
ces cellules, leur croissance, et la distribution des microtubules (Esser 1997). Cependant, 
aucune information ni sur son origine ni sur sa régulation ne sont disponibles dans la 
littérature. Etant donné l’ambiguïté du terme « middle-cortex », nous avons choisi de 
désigner par le terme d’inner-cortex la couche adjacente à l’endoderme formée par divisions 
périclinales tardives de ce tissu, et par le terme d’outer-cortex les couches de cortex issues 
des divisions méristématiques lors de la formations des primordia racinaires (cf. Chapitre 1). 
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Figure 4: Architecture du système racinaire du riz (Coudert, Perin et al. 2010). Barres=1cm 
(a) Architecture racinaire d’une plantule Nipponbare âgée de 6 jours. 
(b) Architecture racinaire d’une plante Nipponbare âgée de 40 jours. 
(c) Détails d’une racine coronaire. 
Abréviations : ra= radicule ; ecr= racines embryonnaires coronaires ; cr= racines coronaires ; 
llr= grande racine latérales ; slr : petites racines latérales. 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 5: Anatomie des racines latérales du riz (Kono, Igeta et al. 1972) .  
(a) Architecture racinaire d’une SLR, avec 2 couches de tissus internes et une stèle sans 
métaxylème central. 
(b) Architecture racinaire d’une L-LLR, avec 5 couches de tissus internes et une stèle avec un 
métaxylème central.(c) Architecture racinaire d’une T-LLR, avec 4 couches de tissus internes 
et une stèle avec un métaxylème central. Abréviations : e=épiderme ; ex= exoderme ; ics= 
inner-cortex sclérenchymateux ; c= cortex.  
SLR 
L-LLR 
T-LLR 
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II.3 Variation du nombre de couches de cortex selon les types racinaires 
 
 Il existe plusieurs types de racines chez les riz, qui se distinguent par leur 
organisation et leur stade d’apparition dans le développement de la plante. La première 
racine formée est la racine séminale qui apparait au cours de la germination. Elle précède la 
formation des racines coronaires qui émergent de la tige (Coudert, Perin et al. 2010) (Figure 
4 a). Ces deux types de racines ont la même organisation, et ont la particularité de pouvoir 
se ramifier en racines latérales (Smith and De Smet 2012). Il existe deux types de racines 
latérales chez le riz : les grandes racines latérales (Large Lateral Roots, LLR), caractérisées par 
une croissance indéterminée et un géotropisme positif ; et les petites racines latérales (Small 
Lateral Roots, SLR), qui sont plus nombreuses, plus courtes, à croissance déterminée et 
agéotropiques (Coudert, Perin et al. 2010). On peut également les différencier par leur 
diamètre et leur organisation tissulaire (Kono, Igeta et al. 1972). Les SLR sont caractérisées 
par un petit diamètre (50 à 60 µm) et une absence de métaxylème dans la stèle. Elles sont 
composées de trois couches de tissus internes : une couche d’endoderme, une couche 
appelée cortex-sclérenchymateux (Kono, Igeta et al. 1972) ou sclérenchyme (Rebouillat, 
Dievart et al. 2009) et une couche d’exoderme (Figure 5 a). Les LLR présentent toutes un 
métaxylème central et un nombre variable de tissus internes. Il en existe deux sortes: Les 
« larges » (Large-LLR, L-LLR) et les « fines » (Thin-LLR, T-LLR). Les L-LLR ont un diamètre plus 
large (entre 120 et 150 µm) et présentent une organisation semblable aux racines séminales 
avec 3 ou 4 couches de cortex entourées par une couche d’endoderme d’un côté, et par du 
sclérenchyme et de l’exoderme de l’autre (Figure 5 b). Les T-LLR sont plus petites avec un 
diamètre de 80 à 120 µm et moins de tissus internes : 2 à 3 couches de cortex et pas de 
sclérenchyme (Figure 5 c). Les racines séminales, coronaires et latérales présentent des 
anatomies similaires mais diffèrent en termes de diamètre. Ce diamètre est corrélé au 
nombre de couches de tissus internes qui composent les racines, et plus particulièrement au 
nombre de couches de cortex, qui peut varier d’une à douze couches. Ainsi, cette variation 
dépend de plusieurs facteurs tels que le type de racines (Waisel, Eshel et al. 2002), les 
conditions environnementales; et le stade de développement de la plante. En effet, 
l’apparition de la couche d’inner-cortex issue de divisions de l’endoderme, n’apparait qu’à 
un stade tardif où les racines séminales sont âgées de plus de 6 jours (Pauluzzi, Divol et al. 
2012).  
  
22 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 6: Mutants scr et shr chez A. thaliana (Pauluzzi, Divol et al. 2012). 
(a) Organisation des tissus internes chez le Wild Type (WT). 
(b) Organisation des tissus internes du mutant scr avec une seule couche d’identité mixte, 
cortex/endoderme. 
(c) Organisation des tissus internes du mutant shr avec une seule couche d’identité corticale.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 7: Modification du modèle proposé par Cui et al.(Cui, Levesque et al. 2007). 
A gauche, vue partielle d’un méristème racinaire d’A.Thaliana avec les tissus internes et le 
péricycle colorés : péricycle (rouge), endoderme (orange), cortex (vert clair), CEID (vert pale), 
CEI (vert foncé). AtSHR est transcrit dans la stèle (péricycle) puis la protéine migre dans la 
CEID ou elle active SCR. AtSCR active également sa propre transcription et induit la formation 
d’une division asymétrique périclinale (2) conduisant à la séparation cortex/endoderme. 
AtSHR, et un facteur Y (qui est soit exprimé dans la couche de tissu interne, soit migrant de 
la stèle comme AtSHR), sont nécessaire à la spécification de l’endoderme. AtSCR séquestre 
AtSHR dans le noyau en l’empêchant de migrer au-delà de l’endoderme.  
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III. Contrôle de la mise en place des tissus internes chez Arabidopsis 
thaliana 
 
Les tissus internes sont mis en place au niveau du centre quiescent du méristème 
apical racinaire. L’activation des divisions asymétriques des cellules initiales et l’acquisition 
d’une identité des cellules produites relèvent d’un mécanisme finement contrôlé dans la 
plante. Ce contrôle a fait l’objet de nombreuses études qui ont permis d’identifier des 
membres de la famille multigénique GRAS (GIBBERELIC ACID INSENSITIVE (GAI), REPRESSOR 
of GAI (RGA) et SCARECROW) comme des éléments clés du développement racinaire. Cette 
famille doit son nom aux initiales des trois premiers membres identifiés, et regroupe des 
facteurs de transcription spécifiques aux plantes (Di Laurenzio, Wysocka-Diller et al. 1996; 
Pysh, Wysocka-Diller et al. 1999; Silverstone, Tseng et al. 2007). Un grand nombre de ces 
protéines est impliqué dans des processus développementaux.  
 
III.1 AtSHR et AtSCR : deux gènes clefs impliqués dans la formation du cortex 
chez A.thaliana 
 
Chez Arabidopsis thaliana, l’étude de mutants de deux facteurs de transcription (FT) 
SHR et SCR ( shr et scr) de la famille GRAS ont permis de mettre en évidence leurs rôles 
respectifs dans la mise en place des tissus racinaires. La synthèse des travaux concernant la 
fonction de SHR a récemment été publiée dans une revue réalisée par Y. Long (Long, Scheres 
et al. 2015). 
Les mutants shr et scr ont tous les deux un phénotype similaire caractérisé par une 
diminution/arrêt de la croissance racinaire et la présence d’une seule couche de tissu interne 
au lieu des deux couches, cortex et endoderme, normalement présentes. Ces deux gènes 
sont donc impliqués dans la mise en place de ces tissus (Figure 6). En l’absence du gène SHR, 
aucune couche d’endoderme n’est formée et la seule couche présente a une identité 
corticale. Chez le mutant scr, la couche formée présente une identité mixte endoderme-
cortex. Ces résultats ont permis de conclure que SCR contrôle la division périclinale de 
l’initiale cortex-endoderme (CEI) permettant la séparation de l’endoderme et du cortex. 
Quant à SHR, il est aussi requis pour le bon déroulement de cette division, mais est de plus 
nécessaire à la spécification de l’endoderme (Benfey, Linstead et al. 1993; Di Laurenzio, 
Wysocka-Diller et al. 1996; Helariutta, Fukaki et al. 2000). 
 
III.2 Modèle moléculaire de la mise en place des tissus internes 
 
 Les analyses moléculaires menées sur les lignées transgéniques des gènes SHR et SCR 
(lignées des mutants perte de fonction, lignées complémentées, et lignées surexpresseurs) 
ont permis de définir un modèle moléculaire de leur fonctionnement au sein de la mise en  
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Figure 8: Identité des couches surnuméraires formées par la surexpression d’AtSHR 
(a-e) Travaux publié dans (Helariutta, Fukaki et al. 2000), et (f-h) (Wu, Lee et al. 2014) 
(a) Image confocale d’une coupe longitudinale de racine de plantule p35S:AtSHR. (b) Coupe 
radiale d’une plantule p35S:AtSHR avec la présence de couches surnuméraires. 
(b) Coupe radiale d’une plantule p35S:AtSHR avec les couches surnuméraires. 
(c) Coupe radiale d’une plantule p35S:AtSHR avec les couches surnuméraires marquées par 
l’anticorps JIM13 en plus de la stèle et de l’endoderme. 
(d) Coupe radiale d’une plantule WT, avec une couche d’endoderme, une couche de cortex 
et une couche d’épiderme. 
(e) Coupe radiale d’une plantule WT pour laquelle seuls l’endoderme et la stèle sont 
marquées par l’anticorps JIM 13.  
(f) Image d’une coupe longitudinale de plantule p35S:AtSHR colorée à l’iodure de propidium 
en rouge. En vert clair figure la localisation nucléaire de la protéine AtSHR, et en vert foncé la 
localisation de l’endoderme marqué avec le pEN7-HC. 
Abréviations : Sn= couches surnuméraires ; st= stèle. ; ep= épiderme ; co= cortex ; en= 
endoderme. 
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place des tissus internes (Levesque, Vernoux et al. 2006; Cui, Levesque et al. 2007; Welch, 
Hassan et al. 2007). Ce modèle a été revu et complété récemment, grâce à l’étude des 
homologues du riz (OsSHR1&2) et de Brachypodium (BdSHR) chez le mutant shr-2 
d’A.thaliana (Wu and Gallagher 2014). Une description simplifiée de ce modèle est 
présentée ci-dessous (Figure 7): Le gène SHR est exprimé au niveau de la stèle et sa protéine 
a la capacité de bouger dans les couches de cellules adjacentes (Nakajima, Sena et al. 2001). 
On la retrouve dans l’endoderme, où sa localisation est nucléaire, tandis que dans la stèle, 
elle est localisée dans le cytosol et les noyaux. La séquestration nucléaire dans l’endoderme 
de SHR est induite par SCR, par l’intermédiaire d’interactions protéines-protéines. SHR a 
également la capacité de migrer dans les cellules initiales et dans le QC, où elle active 
l’expression de SCR. Après induction, SCR et SHR activent la division asymétrique de la cellule 
initiale, permettant la formation des deux couches de tissus internes. SHR et SCR sont 
rapidement dégradées dans la couche externe qui va devenir du cortex, alors que dans la 
couche la plus interne, où SHR est séquestrée dans les noyaux par SCR, le tissu va se 
différencier en endoderme (Helariutta, Fukaki et al. 2000; Nakajima, Sena et al. 2001; Sena, 
Jung et al. 2004).  
Les résultats publiés récemment par l’équipe de Kimberly Gallagher de l’université de 
Pennsylvanie, avec qui nous collaborons sur l’étude fonctionnelle des gènes SHR dans le 
développement racinaire, ont mis en évidence que SHR était nécessaire mais non suffisant à 
la spécification d’un tissu en endoderme (Wu and Gallagher 2014). Les couches 
surnuméraires présentes dans le surexpresseur SHR (Figure 8 a), auparavant identifiées 
comme de l’endoderme grâce à des anticorps pariétaux et des marquages à la berbérine 
(Nakajima, Sena et al. 2001; Cui, Levesque et al. 2007) (Figure 8 b à d), ont de nouveau été 
analysées et finalement identifiées comme du cortex. L’utilisation de marqueurs 
moléculaires spécifiques du cortex et de l’endoderme (Heidstra, Welch et al. 2004) a mis en 
évidence que les couches surnuméraires formées proche du méristème présentaient 
d’abord des caractéristiques de cellules d’endoderme (couches marquées par le marqueur 
d’endoderme), tandis qu’à un stade plus tardif, ces cellules présentaient des caractéristiques 
de cellules corticales (marquage par le marqueur cortex) (Figure 8 f). Ce résultat a été 
confirmé par la technique de coloration à l’iodure de Propidium (PI), dont la diffusion 
permet de différencier l’endoderme du cortex. En effet le PI a la capacité de se fixer aux 
parois des tissus internes, mais la présence des cadres de Caspary bloque la pénétration de 
cette molécule dans l’endoderme et empêche ainsi la coloration de ce tissu. Ces résultats 
ont finalement abouti à la conclusion qu’AtSHR était bien nécessaire à la formation de 
l’endoderme, qu’il était même capable d’induire des différenciations partielles 
endodermales dans les cellules où il était exprimé de manière ectopique, mais qu’il n’était 
pas suffisant à la spécification de ce tissu. Il existerait donc un interacteur encore inconnu 
noté Y dans le modèle Figure 7, qui, avec l’activité de SHR, pourrait spécifier la couche 
adjacente à la stèle en endoderme fonctionnel (Wu and Gallagher 2014). Le gène SHR, en 
plus de son rôle essentiel dans l’établissement des tissus racinaires, est également impliqué  
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Figure 9: Arbre phylogénétique des protéines GRAS, d’après (Bolle 2004).  
L’arbre enraciné (Hs SRC, Homo sapiens Protéine STAT) permet de regrouper les 33 
protéines GRAS d’Arabidopsis .thaliana (At) en 8 clades. Cet arbre illustre des protéines 
GRAS de plusieurs espèces telles que Petunia hybrida (petunia; Ph), Lycopersicon 
esculentum (tomate; Le), Lilium longiflorum (lily; Ll), Oryza sativa (riz; Os), Hordeum vulgare 
(orge; Hv) et Zea mays (maïs; Zm).  
 
 
Figure 10: Structure des protéines GRAS d’après (Bolle 2004).  
Représentation schématique de la structure des protéines GRAS. Elles sont composées d’une 
partie N-terminale variable et d’une partie C-terminale conservée. Cette dernière se 
subdivise en 5 domaines qui sont : les domaines Leucine Heptad Repeat (LHR) 1 et 2, les 
domaines VHIID, PFYRE et SAW, nommés en fonction des acides aminés conservés qui les 
composent. 
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Figure 11: Arbre phylogénétique des gènes SHR. 
(a) Les gènes OsSHR1 et OsSHR2 sont apparus après une duplication ancienne chez les 
monocotylédones. 
(b) Les gènes OsSHR1 et OsSHR2 se retrouvent chez les variétés sauvages de riz : Oryza 
sativa indica (Osind), Oryza sativa japonica (Osjap), Oryza nivara (Oniva) et Oryza sativa 
rufipogon (Orufi) qui sont les variétés japoniases ; Oryza glaberrima (Oglab), Oryza barthii 
(Obart) qui sont les espèces africaines ; Oryza meridionalis (Omer) variété australienne, 
Oryza glumaepatula (Oglum) variété sud-américaine ; et Oryza punctata (Opunc) et Oryza 
brachyanta (Obrach) qui sont des variétés plus anciennes. Les séquences des gènes de ces 
variétés ont été fournies pat le laboratoire de Rod Wing (Arizona Genomic Institute) et ont 
été obtenues au sein du projet Oryza Map Aligment Project (OMAP). 
 
 
 
  
(a) 
(b) 
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dans le maintien du centre quiescent et le développement de la stèle à travers l’activation 
transcriptionnelle des miRNA 165/166, qui régulent à leur tour les gènes de la famille des 
facteurs de transcription HD-ZIPIII (Carlsbecker, Lee et al. 2010). Il a donc un rôle 
prédominant dans la régulation du développement racinaire en général. 
IV. Orthologues à AtSHR 
 
IV.1 Conservation et évolution des protéines SHR 
 
SHR et SCR sont deux membres de la famille de facteurs de transcription GRAS, qui 
est représentée chez tous les génomes séquencés des plantes supérieures (Gonzalez 2016). 
On compte 33 gènes chez Arabidopsis thaliana, 184 gènes pour le maïs (Zea mays), 112 pour 
le sorgho (Sorghum bicolor) et 60 pour le riz (Oryza sativa) (Gonzalez 2016). La famille GRAS 
est composée de plusieurs clades nommés d'après un ou plusieurs membres fondateurs, ou 
par la présence d’un motif commun: DELLA, HAM (HAIRY MERISTEM), PAT1 (PHYTOCHROME 
A SIGNAL TRANSDUCTION), LS (LATERAL SUPPRESSOR), SCR, SHR et SCL9 (Figure 9) (Bolle 
2004). Les protéines GRAS sont des FTs spécifiques des plantes. L’identification de leur 
fonction comme FT a été définie par la présence de signaux de localisation nucléaire chez 
certaines d’entre eux (Tian, Wan et al. 2004), mais surtout par la capacité des protéines 
DELLA, SHR, NSP1 à se fixer aux régions promotrices de leurs gènes cibles (Cui, Levesque et 
al. 2007; Zentella, Zhang et al. 2007; Hirsch, Kim et al. 2009). Ces protéines sont hautement 
conservées entre les espèces, avec une zone spécifique en N-terminale, et une succession de 
domaines conservés en C-terminal (VHIID, PFYRE, SAW) dont le nom correspond aux acides 
aminés conservés qui les composent (Figure 10). Un sein d’un même clade les facteurs de 
transcription présentent des similarités de séquences très importantes entre les espèces et 
des fonctions similaires d’une espèce à l’autre (Gonzalez 2016). En effet, au sein du clade 
SHR, les protéines PtSHR du peuplier et AtSHR ont des séquences présentant 90% d’identité 
(Wang, Andersson-Gunneras et al. 2011), tandis que les protéines OsSHR1 et OsSHR2 de riz 
présentent 50% d’identité avec leur orthologue AtSHR. Les séquences sont très conservées, 
et la mutation d’un même acide aminé peut entrainer des effets similaires entre deux 
protéines. En effet, la mutation ponctuelle de la thréonine en alanine en position 289 de la 
protéine SHR d’A.thaliana inhibe sa mobilité et sa localisation nucléaire (Gallagher and 
Benfey 2009). La mutation de cette même thréonine bloque également la mobilité et altère 
la localisation nucléaire pour les orthologues du riz et de Brachypodium exprimés dans A. 
thaliana (Wu, Lee et al. 2014).  
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Figure 12 : Complémentation du mutant shr-2 par les homologues d’AtSHR (Wu, Lee et al. 
2014) 
(a) Phénotypes aériens des plantules shr-2 agées de 4 semaines, avec ou sans le transgène 
SHR. 
(b) Coupes longitudinales des racines des plantules shr-2 agées de 1 semaine, avec ou sans le 
transgène SHR. 
(c) Images du méristème chez des plantules shr-2 agées de 6 jours avec ou sans le transgène 
SHR. 
(d) Restauration de la croissance racinaire chez les plantules shr-2 complémentées par les 
homologues d’AtSHR (n=3 réplicats, 24 racines par lignées). 
(e) Restauration de la taille du méristème racinaire chez les plantules shr-2 complémentées 
par les homologues d’AtSHR (n=3 réplicats, 36 racines par lignées). 
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IV.2 Les orthologues du riz 
 
Deux orthologues d’AtSHR sont retrouvés chez le riz. Ils sont apparus après une 
duplication ancienne commune à tous les monocotylédones (Figure 11 a) et sont présents 
chez toutes les variétés de riz, même celles datant de plus de 8 millions d’années 
(Jacquemin, Bhatia et al. 2013) (Figure 11 b). Chez la variété de riz totalement séquencée et 
annotée Nipponbare, les séquences d’OsSHR1 et OsSHR2 sont très conservées avec près de 
80% de similarité entre leurs séquences nucléotidiques et 70% d’identité entre leurs 
séquences protéiques. Ces deux gènes ne comportent pas d’introns. 
Les évènements de duplications sont des évènements importants dans l’évolution 
moléculaire d’un gène puisqu’ils peuvent être à l’origine de processus de 
néofonctionnalisation ou de subfonctionnalisation. Une néofonctionnalisation correspond à 
l’apparition d’une nouvelle fonction pour l’un des gènes dupliqués, tandis que lors d’une 
subfonctionnalisation, chaque co-orthologue assure une partie de la fonction du gène 
ancestral. L’existence d’orthologues d’AtSHR chez le riz et les ressemblances entre les 
anatomies racinaires des deux organismes ont déjà soulevé la question d’une conservation 
de fonction entre les gènes SHR. Des travaux ont donc été initiés il y a une dizaine d’années 
dans le but de répondre à cette question. Ainsi les travaux de Kamiya et al.(Kamiya, Nagasaki 
et al. 2003) et Cui et al.(Cui, Levesque et al. 2007) ont mis en évidence l’existence d’un profil 
d’expression similaire entre OsSHR1 et AtSHR, principalement au niveau de la stèle, ainsi que 
l’existence d’une interaction entre les protéines SHR de riz et OsSCR1, à l’image de 
l’interaction entre AtSHR et AtSCR chez A.thaliana. Ces résultats ont conclu à l’existence 
d’une conservation de la fonction de SHR entre les espèces et à l’idée qu’il existe un 
mécanisme universel de formation de l’endoderme chez les plantes supérieures impliquant 
SHR et SCR (Cui, Levesque et al. 2007). 
La récente publication réalisée par l’équipe de Kimberly Gallagher (Wu and Gallagher 
2014), a remis en cause la conservation de fonctions entre le gène AtSHR et ses orthologues 
du riz et de Brachypodium. En effet, les gènes SHR de monocotylédones sont capables de 
complémenter le mutant shr-2 d’A.thaliana et de restaurer l’identité de la couche 
d’endoderme (Figure 12). Cependant, les trois lignées complémentées par OsSHR1, OsSHR2 
et BdSHR présentent des couches surnuméraires de cortex, engendrées par la migration des 
protéines au-delà de la couche d’endoderme. Bien que les interactions entre les protéines 
SHR monocotylédones et AtSCR aient lieu, les protéines OsSHR1, OsSHR2 et BdSHR ne sont 
pas séquestrées dans la couche d’endoderme. Ces résultats suggèrent donc une 
conservation partielle des fonctions entre les gènes SHR des différentes espèces, mais 
indiquent aussi que les mécanismes de formation des tissus internes, et plus 
particulièrement du cortex, sont différents. Les protéines OsSHR1, OsSHR2 et BdSHR, n‘étant 
pas séquestrées dans l’endoderme, ont ainsi la capacité de migrer plus loin dans la racine et 
d’induire des divisions périclinales surnuméraires conduisant à la formation de plusieurs 
couches de cortex. Il semblerait qu’il y ait une corrélation entre la capacité de mouvement   
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des protéines SHR et le nombre de couches de tissus internes formées et plus 
particulièrement le nombre de couches de cortex. Sachant que le riz (Rebouillat, Dievart et 
al. 2009) et Brachypodium (Watt, Schneebeli et al. 2009; Pacheco-Villalobos and Hardtke 
2012) sont des organismes comprenant plusieurs couches de cortex, une hypothèse peut 
être imaginée concernant la régulation de la mise en place de ce tissu dans ces organismes. 
Les protéines SHR de monocotylédones ne seraient pas séquestrées dans l’endoderme, et en 
migrant au-delà de cette couche, induiraient la formation de plusieurs couches de cortex. Le 
nombre limité et variable de couches de cortex formées serait dû à un gradient de protéines 
SHR dans ce tissu. Ce gradient serait formé grâce à une régulation fine du mouvement des 
protéines SHR ou alternativement par un contrôle de leur vitesse de dégradation. Enfin, ces 
résultats remettent en cause l’idée que SHR soit nécessaire et suffisant pour induire la 
spécification en endoderme : elle serait nécessaire mais non suffisante. 
V. Problématique de la thèse 
 
L’Equipe DAR s’intéresse au développement racinaire du riz. Au sein de mon travail 
de thèse je me suis focalisée sur le tissu cortical, qui est un tissu clé pour l’adaptation du riz à 
différentes conditions de culture. Nous avons donc décidé dans un premier temps de réaliser 
une étude plus approfondie de ce tissu. Comment est-il organisé? Comment est-il mis en 
place et quelles sont ses particularités ? Ce travail a abouti à la réalisation d’une publication 
dont les résultats seront présentés dans le premier chapitre de ce manuscrit (Henry S 2015, 
in revision) 
La comparaison des anatomies racinaires du riz et d’A.thaliana ainsi que les 
connaissances acquises sur la régulation de la mise en place des tissus internes chez cet 
organisme suggèrent que le mécanisme de formation est conservé entre les espèces. Nous 
nous sommes donc intéressés à la fonction des orthologues du gène AtSHR chez le riz, 
OsSHR1 et OsSHR2, et à leurs implications dans la mise en place des tissus chez cet 
organisme. Pour cela nous avons effectué une comparaison de leurs rôles respectifs dans les 
deux espèces. Ce travail a été réalisé en collaboration avec l’équipe de Kimberly Gallagher de 
l’université de Pennsylvanie, spécialisée sur la fonction de SHR chez Arabidopsis thaliana. 
Cette équipe s’est donc chargée d’étudier le rôle des gènes de riz chez cet organisme 
modèle, travail qui a fait l’objet d’une publication (Wu, Lee et al. 2014); tandis que nous 
nous sommes intéressé à la comparaison d’OsSHR1&2 et d’AtSHR chez le riz. Ces travaux ont 
été initiés dans le but de comprendre la mise en place des tissus racinaires chez le riz et de 
pouvoir établir un modèle moléculaire de ce mécanisme. Nous avons pour cela défini des 
hypothèses auxquelles nous avons essayé de répondre tout au long de ce travail. Nous avons 
supposé que le mécanisme de régulation à l’origine de la mise en place des tissus racinaires 
était proche entre les deux organismes. Mais l’existence d’un nombre supérieur de couches 
de cortex chez le riz et la présence de deux gènes au lieu d’un, suggère que ces mécanismes 
moléculaires diffèrent entre les deux espèces. Est-ce qu’il existe un gradient de protéines  
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SHR dans la racine qui serait responsable de la variation du nombre de couches de cortex ? 
Quels sont les rôles respectifs d’OsSHR1 et OsSHR2 ? Pour répondre à ces questions nous 
avons entrepris de réaliser des lignées transgéniques perte et gain de fonction et de tester la 
mobilité des protéines par des fusions traductionnelles et transcriptionnelles. L’ensemble de 
ce travail fera l’objet du second chapitre de ce manuscrit. 
Au sein de l’étude fonctionnelle des gènes SHR de riz dans la mise en place du cortex, 
nous avons été confrontés à des problèmes de régénération des plantes transgéniques 
générées par callogénèse. Nous nous sommes ainsi aperçus du rôle essentiel d’OsSHR1 dans 
le processus de régénération des plantes, et avons donc décidé d’approfondir nos 
connaissances sur la fonction de ce gène durant ce processus. Cette étude a pour objectif de 
mieux comprendre le rôle de ce gène dans la formation des cellules souches et dans la 
régénération. Ces données seront présentées dans le troisième chapitre de la thèse, qui a 
pour but de rassembler les données préliminaires sur la fonction de ce facteur de 
transcription au cours du processus de régénération. 
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CHAPITRE I 
 
 
Formation et identité 
cellulaire du cortex 
racinaire chez le riz 
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Figure 1 : Schéma de l’apparition de la couche tardive de cortex chez Arabidopsis thaliana 
(Baum, Dubrovsky et al. 2002) 
Vision schématique 3D des divisions périclinales illustrant l’apparition de l’hélice du middle-
cortex (MC) ou de l’inner-cortex. 
Abréviations : cellules initiales centrales (CTI), Initiale du cortex (CI), middle cortex (MC), 
endoderme (EN), outer-cortex (OC). 
 
 
 
 
 
Figure 2 : Utilisation de marqueurs histochimiques pour l’identification de l’endoderme 
d’Arabidopsis thaliana (Helariutta, Fukaki et al. 2000; Sena, Jung et al. 2004) 
(a) Coloration à la berbérine pour mettre en évidence la subérine présente dans les cadres 
de Caspary de l’endoderme. 
(b) Immunolocalisation avec l’anticorps JIM 13 dirigé contre des composants pariétaux 
présents dans l’endoderme. 
(c) Immunolocalisation avec l’anticorps CCRC-M2 dirigé contre des composants pariétaux 
présents dans le cortex et l’épiderme. 
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Introduction 
 
Le système racinaire du riz est caractérisé par un ensemble de racines embryonnaires 
et post-embryonnaires qui se distinguent par leur anatomie, leur morphologie et leur 
arrangement spatial (Jung and McCouch 2013). Toutes ces racines ont cependant en 
commun une organisation concentrique, caractérisée par trois types de tissus : l’épiderme, 
les tissus internes et les tissus vasculaires (Gregory 2006). Les faisceaux vasculaires (xylème 
et phloème) sont situés au centre de la racine dans la stèle, autour de laquelle s’organisent 
les tissus internes (Rebouillat, Dievart et al. 2009). Le cortex est caractérisé par un nombre 
variable de couches (de une à douze) qui dépend du type racinaire, mais également du stade 
de développement de la plante (Pauluzzi, Divol et al. 2012). En effet, une couche de cortex 
adjacente à l’endoderme apparait tardivement chez les racines séminales (Pauluzzi, Divol et 
al. 2012). Cette couche, que nous avons choisi d’appeler inner-cortex chez le riz, est 
également décrite chez Arabidopsis thaliana sous le nom de middle-cortex en raison de sa 
position entre les deux couches de tissus internes (Baum, Dubrovsky et al. 2002) (Figure 1). 
Cette couche est issue d’une division périclinale tardive d’une cellule d’endoderme située en 
face d’un pôle de xylème. Elle apparait sous forme d’hélice entre le 7 ème et le 14 ème jour 
après la germination, à 30 - 60 µm au-dessus des cellules initiales. Cette couche acquiert 
rapidement une signature moléculaire propre du cortex (Baum, Dubrovsky et al. 2002; 
Paquette and Benfey 2005). Des marqueurs moléculaires ont été utilisés pour la différencier 
de l’endoderme, mais aucun outil n’est disponible à ce jour pour la distinguer de l’outer-
cortex.  
L’identité des différents tissus peut être caractérisée grâce à des marqueurs 
morphologiques, histochimiques ou moléculaires. Les plus anciens marqueurs utilisés sont 
basés sur des critères morphologiques ou histochimiques, tels que la berbérine qui colore la 
subérine présente dans les cadres de Caspary (Brundett, Enstone et al. 1988). Cette 
coloration a été utilisée à plusieurs reprises chez A.thaliana comme marqueur d’endoderme 
dans les tissus racinaires (Sena, Jung et al. 2004; Lux, Morita et al. 2005) (Figure 2 a). Une 
autre classe de marqueurs, basée sur les composantes histochimiques des cellules, 
correspond à des anticorps dirigés contre des composants pariétaux spécifiques des tissus. 
Ainsi, les anticorps JIM 13 (Knox 1990) et CCCR-M2 (Freshour 1996) ont été utilisés pour 
identifier l’endoderme et le cortex dans différentes lignées transgéniques (Di Laurenzio, 
Wysocka-Diller et al. 1996; Helariutta, Fukaki et al. 2000; Sena, Jung et al. 2004) (Figure 2 b 
& c). Des marqueurs basés sur les propriétés moléculaires des tissus ont été développés par 
la suite. Cette technique consiste à utiliser des promoteurs tissus-spécifiques et de les 
fusionner à des protéines rapportrices, comme les protéines GUS ou GFP. De ce fait, les 
promoteurs pCO2 et pEN7 (Heidstra, Welch et al. 2004) ont été utilisés comme marqueurs 
moléculaires spécifiques du cortex et de l’endoderme respectivement. Ils ont servis par 
exemple à identifier des couches surnuméraires produites dans des lignées transgéniques 
(Wu, Lee et al. 2014), ou à confirmer l’identité corticale de la couche formée tardivement   
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Figure 3 : Utilisation du marqueur moléculaire pCO2 spécifique du cortex pour identifier la 
couche tardive d’inner-cortex chez Arabidopsis thaliana (Sena, Jung et al. 2004) 
Marquage de la couche d’inner-cortex formée dans une racine à 14 jours après germination, 
avec le promoteur du gène CO2 fusionné à la protéine GFP, en coupes longitudinale et 
radiale.  
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chez A.thaliana (Figure 3). Tous ces marqueurs ont été développés chez la plante modèle 
A.thaliana, et n’ont pas été transposés aux autres espèces. Le seul marqueur spécifique du 
cortex existant chez le riz est basé sur des critères morphologiques tels que la présence 
d’aérenchymes (Rebouillat, Dievart et al. 2009). Sachant que les anticorps JIM 13 et CCRC-
M2 ont prouvé leur efficacité chez A.thaliana nous avons décidé de cribler une banque 
d’anticorps dirigés contres des composés pariétaux, afin de caractériser des marqueurs 
d’identité spécifiques des tissus du riz. Cette technique présente l’avantage de passer outre 
la transformation génétique qui nécessite beaucoup de temps chez le riz (6 mois à un an), 
d’être rapide puisque ces anticorps sont utilisables sur des coupes fraiches et d’être 
compatible avec l’utilisation d’autres marqueurs (fusions GFP, GUS…). 
Nous avons dans un premier temps réalisé une description détaillée du cortex et mis 
en évidence des différences morphologiques entre l’inner et l’outer-cortex. Un protocole 
d’immunolocalisation haut débit a été développé puis utilisé pour cribler une banque 
d’anticorps pariétaux, qui a permis d’identifier des marqueurs spécifiques du cortex 
racinaire. Ces marqueurs ont permis de démontrer que l’inner et l’outer cortex ont des 
signatures moléculaires distinctes. Dans la dernière partie sera présentée l’utilisation de ces 
marqueurs pour préciser l’identité des tissus internes présents dans les différents types de 
racines latérales. L’ensemble de ce travail a fait l’objet d’une publication intitulée "Two 
cortical domains are present in rice roots » (Henry, Divol et al. 2016). 
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Figure 4 : Anatomie d’une racine séminale de Nipponbare âgée de 6 jours 
(a) Vue longitudinale d’une racine fixée en paraffine. Barre=100µm 
(b) Coupe radiale d’une racine observée sous UV. Barre=50µm 
(c) Application « Polar transform » du logiciel Image J de la même coupe radiale de (b), avec 
un zoom sur une cellule d’endoderme où les parois radiales ne fluorescent pas en raison de 
la présence probable des cadres de Caspary (indiqué par les flèches blanches dans 
l’agrandissement). 
Abréviations : stèle (st), tissus internes (ti) compose de plusieurs couches: une couche 
d’endoderme (ed), plusieurs couches de cortex (c), une couche de sclérenchyme (sc) et une 
couche d’exoderme (ex). Les couches d’endoderme (ed) and d’exoderme (ex) se 
reconnaissent facilement en raison de l’extinction de la fluorescence dans leurs parois 
radiales. La racine séminale est protégée par une couche d’épiderme (ep). Deux types de 
cortex sont identifiés: l’inner-cortex (ic), adjacent à l’endoderme (ed), et l’outer-cortex (oc) 
où se localisent les aérenchymes (ae). Dans la stèle on relève la présence d’un métaxyleme 
central (cx), entouré de 6 faisceaux de xylème (x). 
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I. Caractérisation des deux types de cortex 
 
I.1 Différences anatomiques entre l’endoderme et le cortex 
 
L’étude anatomique des racines séminales de riz est généralement réalisée sur des 
plantules âgées de six jours (Rebouillat, Dievart et al. 2009; Pauluzzi, Divol et al. 2012). A ce 
stade, la racine est caractérisée par la présence de six pôles de xylème et de phloème dans la 
stèle, organisés autour du métaxylème central. Elle est organisée en 8 ou 9 couches de tissus 
internes : une couche d’endoderme, 5 à 6 couches de cortex, une couche de sclérenchyme 
et une couche d’exoderme et une couche d’épiderme périphérique (Figure 4 a). 
L’observation de coupes radiales sous lumière UV permet de mettre en évidence 
l’autofluorescence des parois et permet ainsi de distinguer les cellules individuellement 
(Figure 4 b). Six jours après germination, à 0,5 cm au-dessus de l’apex, la formation des 
aérenchymes est déjà initiée, on peut voir apparaitre les cavités entre le sclérenchyme et la 
couche la plus interne du cortex, appelée inner-cortex. Cette couche se distingue 
morphologiquement des autres cellules avoisinantes. L’application « polar view » du logiciel 
Image J permet de visualiser une coupe radiale de racine avec les couches disposées 
parallèlement (Lartaud, Perin et al. 2014). Cette représentation met en évidence les 
différences morphologiques entre les différents tissus racinaires, et plus particulièrement 
entre l’endoderme, l’inner-cortex et l’outer-cortex (Figure 4 c). L’autofluorescence des 
parois radiales de l’endoderme est très faible probablement en raison de la présence des 
cadres de Caspary. Cette caractéristique permet de distinguer les cellules d’endoderme et 
d’inner-cortex qui ont une morphologie proche en ellipse aplatie. Cependant 
l’autofluorescence des parois des cellules de l’inner-cortex est plus intense et homogène 
entre les parois radiales et tangentielles. Les cellules d’outer-cortex sont quant à elles 
reconnaissables par leurs formes beaucoup plus arrondies et leurs parois plus fines, ainsi que 
par la présence d’aérenchymes. Ces derniers se forment exclusivement dans l’outer-cortex.  
 
I.2 Origine de la couche d’inner-cortex  
  
L’apparition de cette couche a été bien décrite chez A.thaliana (Baum, Dubrovsky et 
al. 2002; Paquette and Benfey 2005). Nous avons voulu savoir comment cette couche 
apparaissait chez le riz, et si le mécanisme était similaire. 
Chez le riz, cette couche d’inner-cortex apparait également sous forme d’hélice, mais 
elle prend place très tôt dans le développement. Elle est visible dès le deuxième jour après 
germination, dans une zone proche du méristème, où les cellules ne sont encore pas bien 
différenciées (Figure 5 a). On voit en effet apparaitre la dernière couche de cortex adjacente 
à l’endoderme. L’hélice est également visible les jours suivants (Figure 5 b et c). 
Contrairement à ce qui a été décrit chez A.thaliana, la couche d’inner-cortex semble 
apparaitre à un stade plus précoce. Elle apparaitrait juste après la germination, lors de la 
réactivation du méristème après l’épisode de dormance. En revanche l’observation de ces  
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Figure 5 : Apparition de l’inner-cortex au niveau d’une hélice dès 2 jours après germination 
chez Nipponbare 
Coupes radiales de racines séminales observées sous UV, avec un zoom au niveau de l’hélice. 
Barres=20µm 
(a) Coupe radiale d’une racine après 2 jours de germination. 
(b) Coupe radiale d’une racine après 3 jours de germination. 
(c) Coupe radiale d’une racine après 5 jours de germination. 
Abréviations : couche d’endoderme (ed), l’inner-cortex (ic) se forme au niveau d’une hélice 
(*), et l’outer-cortex (oc).  
45 
 
coupes radiales à différents stades ne permet pas de conclure quant au mécanisme de 
formation de cette couche : ces coupes ne permettent pas de localiser le début de l’hélice ni 
de savoir si l’inner-cortex est formé à partir d’une division de l’endoderme ou d’une division 
tardive d’une initiale.  
Pour répondre à ces questions et localiser le début de cette hélice nous avons réalisé 
des coupes sériées sur une racine de 6 jours à l’aide d’un vibratome couplé à un microscope 
biphotonique. Cette technique permet d’acquérir des images tous les 4 µm. Ces images 
seront utilisées pour reconstituer un modèle 3D de la mise en place des cellules dans la 
racine, avec l’aide de l’équipe de Christophe Godin (INRIA, Virtual Plante, Montpellier). Cette 
reconstitution permettra de suivre la formation de l’inner cortex et d’identifier la division à 
l’origine de la première cellule de cette couche.  
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Figure 6 : Immunolocalisation des 8 anticorps spécifiques du cortex 
Coupe radiale d’une racine séminale de Nipponbare âgée de 6 jours, observée au 
microscope confocal après immunolocalisation à l’aide des anticorps pariétaux. En bleu 
jaune figurent le marquage de l’anticorps observé à 561nm, et en bleu l’autofluorescence 
des parois observée sous lumières UV. Les 5 anticorps JIM07, M14, M38, M130, M131 
montrent un marquage en diamants de ces cellules de cortex (inner et outer), tandis que les 
anticorps LM05, M133 and M107 marquent l’outer-cortex et le sclérenchyme. Le M 150 
marque uniquement les parois du sclérenchyme ainsi que les cellules de la stèle. 
Abréviations : inner-cortex (ic) et l’outer-cortex (oc). Barres= 20µm  
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II. L’inner et l’outer cortex présentent des signatures moléculaires 
distinctes 
 
Les couches d’inner et d’outer-cortex sont morphologiquement différentes, mais 
aucun marqueur n’était disponible à ce jour pour les distinguer sur le plan moléculaire. C’est 
la raison pour laquelle nous avons décidé de cribler une banque de 174 anticorps dirigés 
contre des composés pariétaux provenant de l’institut Carbosources (Athens, USA) et du 
laboratoire de Paul Knox (University of Leeds, GB). Les épitopes de ces anticorps sont des 
composés pariétaux principalement localisés dans des molécules de pectine ou 
d’hémicellulose. Afin d’observer les immunolocalisations au microscope confocal, nous 
avons utilisé des anticorps secondaires fusionnés à un fluorochrome. Nous avons donc testé 
chacun de ces anticorps sur des coupes radiales de racines séminales de Nipponbare âgées 
de 6 jours. 
 A l’issu de ce criblage, 76 anticorps (43 %) présentaient un signal localisé dans le 
cortex, et 12 d’entre eux (6,7 %) lui étaient spécifiques. La robustesse de leur profil a été 
testée par trois répétitions indépendantes, et finalement 8 anticorps (4,5 %) ont donné des 
profils stables entre les répétitions (Figure 6 et Annexe 1). Tous ces anticorps sont dirigés 
contre des composants de la pectine des parois cellulaires. Cependant ils présentent des 
profils distincts, témoignant d’une signature moléculaire propre à chaque tissu. Cinq de ces 
anticorps (JIM 07, M 14, M 38, M 130 et M 131) présentent un profil similaire dans le cortex. 
Le marquage est localisé au niveau des jonctions entre les cellules corticales dont la forme 
rappelle des diamants. Pour les trois autres anticorps (LM 05, M 107 et M 133) le marquage 
présente un profil différent : il se situe sur l’ensemble des parois des cellules du cortex et du 
sclérenchyme mais il présente un marquage différentiel entre l’inner-cortex et l’outer-
cortex. En effet, la couche d’inner-cortex (adjacente à l’endoderme) présente un marquage 
très faible, voire nul pour certaines cellules. Ces anticorps donnent donc des profils 
complémentaires des différents types de cortex et peuvent ainsi être utilisés comme des 
marqueurs d’identité sur des racines différenciées. Un autre anticorps spécifique est ressorti 
de ce criblage : le M 150 qui est spécifique au sclérenchyme. 
 Ce marquage différentiel entre l’outer et l’inner-cortex témoigne d’une identité 
moléculaire propre à chacun des tissus : les cinq anticorps marquant les jonctions des 
cellules corticales sont dirigés contre l’homogalacturonane et le rhamnoglucane, qui sont 
des composés primaires de la pectine, donnant la structure au réseau pectinique. Les autres 
anticorps qui marquent préférentiellement l’outer-cortex sont dirigés contre le 1,4β-D 
galactane, le galactane et l’arabinane, qui sont des molécules qui assurent le lien entre les 
polysaccharides pariétaux (ce sont les chaines latérales courtes présentes sur le squelette 
pectinique). Ces différences mettent en évidence que la différenciation des parois cellulaires 
ne serait donc pas identique entre toutes les couches. Cette variabilité de composition 
pourrait attribuer des propriétés particulières aux tissus racinaires.  
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III. Le cortex dans les racines latérales : présence d’outer-cortex et 
absence d’inner-cortex 
 
Il existe deux types de racines latérales chez le riz : les petites racines latérales (SLR) 
et les grandes racines latérales (LLR). Elles se distinguent par leur diamètre et leur anatomie 
(Kono, Igeta et al. 1972; Rebouillat, Dievart et al. 2009). Les SLR sont plus courtes, plus fines 
(50–60 µm de diamètre) et ont une composition plus simple : une stèle sans métaxylème 
central et trois couches de tissus internes dont l’identité est encore incertaine à l’heure 
actuelle. Dans l’étude de Rebouillat et al, les SLR sont décrites comme possédant une couche 
d’endoderme, une couche de sclérenchyme et une couche d’exoderme (Rebouillat, Dievart 
et al. 2009), tandis que dans une étude japonaise plus ancienne, cette couche de 
sclérenchyme est identifiée comme du cortex (Kono, Igeta et al. 1972). Les LLR sont plus 
larges (80 à 150 µm de diamètre) ; elles ont une croissance indéterminée et sont 
caractérisées par un nombre plus important de tissus internes organisés autour d’une stèle 
présentant un métaxylème central. Il existe deux types de LLR qui diffèrent par leurs 
compositions tissulaires: les larges (L-LLR) ont organisation semblable à celles des racines 
séminales avec deux ou trois couches de cortex au lieu de cinq et une couche de cortex-
sclérenchymateux, et les fines (Thin-LLR, T-LLR) qui présentent la même organisation que les 
L-LLR mais sans sclérenchyme. 
 L’identité des différentes couches de tissu interne soulève encore des interrogations, 
notamment pour la couche centrale des SLR. Nous avons donc décidé dans un premier 
temps de caractériser la morphologie de ces racines puis d’identifier les différents types de 
cortex présents en utilisant les marqueurs d’identité présentés ci-dessus. Les racines 
latérales étudiées ont été échantillonnées sur des racines séminales âgées de 6 jours 
cultivées sur boites de Pétri et sur des racines coronaires âgées de 4 semaines cultivées en 
hydroponie. Les L-LLR ne sont retrouvées que dans les échantillonnages de racines plus 
âgées, alors qu’à 6 jours ne sont présentes que les SLR et les T-LLR, selon un ratio 2:3 (Kono, 
Igeta et al. 1972). 
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Figure 7 : Anatomies des racines latérales. 
(a) Coupe radiale d’une L-LLR observée sous UV, caractérisée par la présence de tous les 
tissus racinaires (endoderme, cortex, sclérenchyme, exoderme et épiderme). Barre=20µm 
(b) Application « Polar transform » du logiciel Image J de la même coupe radiale de (a). 
(c) Coupe radiale d’une T-LLR observée sous UV, similaire à la L-LLR mais sans le 
sclérenchyme. Barre=20µm 
(d) Application « Polar transform » du logiciel Image J de la coupe radiale (c). 
(e) Coupe radiale d’une SLR observée sous UV, caractérisée par trois couches de tissus 
internes dont l’endoderme et l’exoderme, la couche centrale n’est pas encore définie. 
Barre=20µm. (f) Application « Polar transform » du logiciel Image J de la même coupe radiale 
de (e). Abréviations : Large- Large Lateral Roots (L-LLR), Thin- Large Lateral Roots (T-LLR), 
Small Lateral Roots (SLR), couche d’endoderme (ed), cortex (c), sclérenchyme (sc), exoderme 
(ex) et épiderme (ep).  
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III.1 Différences anatomiques entre les 3 types de racines latérales 
 
Nous avons dans un premier temps décrit les différences anatomiques entre les 
différents types de racines latérales grâce à l’autofluorescence des parois (Figure 7). 
L’épiderme se distingue par la présence de poils racinaires. L’endoderme et l’exoderme sont 
également facilement reconnaissables grâce à l’extinction de la fluorescence visible au 
centre de leurs parois radiales. Chaque type de LR comprend donc une couche d’endoderme 
adjacente à la stèle et une couche d’exoderme adjacente à l’épiderme. Entre l’endoderme et 
l’exoderme se situe une couche non identifiée pour les SLR et plusieurs couches de tissus 
internes chez les LLR. Les L-LLR sont caractérisées par la présence de plusieurs couches 
d’outer-cortex facilement identifiables lors de la différenciation des aérenchymes et d’une 
couche de sclérenchyme localisée entre le cortex et l’exoderme. On reconnait aisément les 
cellules du sclérenchyme en raison de leurs parois plus épaisses, leur petite taille et leur 
forme anguleuse. En fonction des échantillons prélevés, la couche de sclérenchyme des L-
LLR est plus ou moins différenciée. Les T-LLR possèdent quant à elles deux couches 
centrales : la couche adjacente à l’exoderme qui présente des caractéristiques d’outer-
cortex, et celle adjacente à l’endoderme qui s’apparente à la couche non identifiée visible 
également dans les SLR.  
 
III.2 Identification des tissus internes dans les différents types de racines 
latérales 
  
Parmi les 8 anticorps identifiés à la suite du criblage, nous n’en avons retenu que 
trois dans la suite des analyses. Nous avons ainsi choisi les trois anticorps donnant des profils 
complémentaires permettant de distinguer les différents types de cortex et qui présentaient 
les profils les plus spécifiques. Les immunolocalisations des racines latérales ont été réalisées 
avec les anticorps M 14 (marquage de toutes les couches de cortex), M 133 et M 107 
(marquage de l’outer-cortex et du sclérenchyme) (Figure 8 et Annexe 2). Les anticorps M 
107 et M 133 marquent toutes les couches entre l’endoderme et l’exoderme pour les trois 
types de racines latérales, signifiant donc que ces couches sont soit de l’outer-cortex soit du 
sclérenchyme. Ces couches sont identifiées grâce au marquage du M 14, qui marque 
exclusivement les cellules corticales. En effet, le double marquage M 14 avec le M 107 ou le 
M 133 permet d’identifier ces cellules comme du cortex, et plus précisément comme de 
l’outer-cortex. Ces résultats permettent donc de conclure quant à la nature de la couche 
jusqu’ici non identifiée des SLR comme une couche d’identité corticale, et également 
d’avancer qu’aucune racine latérale ne présente d’inner-cortex. Nous avons confirmé la 
présence d’une couche de sclérenchyme dans les L-LLR et son absence dans les T-LLR et SLR 
par coloration FASGA et par immunolocalisation avec l’anticorps M 150 spécifique du 
sclérenchyme. La coloration FASGA est un marqueur histochimique spécifique des tissus   
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Figure 8: Identification des tissus internes des SLR, T-LLR et L-LLR. 
Les immunolocalisations ont été réalisées sur des racines latérales prélevées sur des 
plantules cultivées 4 semaines en hydroponie. Les images sont réalisées à l’aide d’un 
microscope confocal et montrent la superposition d’une photo prise à 561 nm 
correspondant à la longueur d’onde du fluorochrome couplé à l’anticorps secondaire, et 
d’une photo prise sous UV permettant de visualiser l’autofluorescence de toutes les parois 
des cellulaires. Chacun des trois anticorps M 14, M 107 et M 133 a été hybridé sur les trois 
types racinaires. Barres=20µm 
Abréviations : Large- Large Lateral Roots (L-LLR), Thin- Large Lateral Roots (T-LLR), Small 
Lateral Roots (SLR), couche d’endoderme (ed), cortex (c), sclérenchyme (sc), exoderme (ex) 
et épiderme (ep). 
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lignifiés (Tolivia and Tolivia 1987), et permet ainsi la distinction du sclérenchyme et des 
faisceaux vasculaires par rapports aux autres tissus racinaires (Figure 9). 
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Figure 9: Présence ou absence de la couche de sclérenchyme dans les SLR, T-LLR et L-LLR 
par coloration FASGA et immunolocalisation du marqueur M150. 
Pour chaque type de LR sont présentées une image de coupe radiale en autofluorescence 
(sous lumière UV), une coupe radiale colorée au FASGA (observée en lumière blanche) et 
une coupe radiale sur laquelle une immunolocalisation avec le M 150 a été réalisée. Ces 
images sont réalisées à l’aide d’un microscope confocal et montrent la superposition d’une 
photo prise à 561 nm correspondant à la longueur d’onde du fluorochrome couplé à 
l’anticorps secondaire, et d’une photo prise sous UV permettant de visualiser 
l’autofluorescence de toutes les parois des cellulaires. Barres=20µm 
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Conclusion 
 
Les marqueurs d’identité développés dans le cadre de cette étude ont permis de 
préciser l’organisation interne des racines séminales et de distinguer deux types de 
cortex dans ces racines: l’inner et l’outer-cortex. Ces marqueurs ont également permis de 
définir l’organisation tissulaire des racines latérales du riz (Figure 10), avec un marquage plus 
précis que les colorations histochimiques. Aucune de ces racines ne possèdent d’inner-
cortex, ce qui est assez surprenant pour les L-LLR, qui semblent avoir une organisation très 
proche de racines séminales. Cependant leur diamètre est moins important, ce qui confirme 
bien l’existence d’une corrélation entre le nombre de couches de cortex et le diamètre 
racinaire. Cette étude a également permis d’identifier la couche centrale des SLR comme de 
l’outer-cortex. Cette couche avait auparavant été décrite comme du sclérenchyme à 
plusieurs reprises (Lux, Luxova et al. 2004; Rebouillat, Dievart et al. 2009), ou comme du 
cortex par une étude japonaise (Kono, Igeta et al. 1972). Les anticorps pariétaux se 
présentent donc comme un nouvel outil, rapide et facile d’usage, pour l’analyse des 
anatomies racinaires. Ils pourront être utilisés dans le but d’identifier et de différencier les 
tissus corticaux dans des mutants racinaires (cf. Chapitre 2. I.1.2). De plus, les composants 
des parois cellulaires étant communs à toutes les cellules végétales (Rose 2003), le protocole 
de criblage des anticorps pariétaux pourrait être transposé à d’autres organes ou d’autres 
espèces afin d’identifier d’autres marqueurs tissu-spécifiques. 
La couche d’inner-cortex décrite dans cette étude avait déjà été caractérisée chez 
une espèce de riz sauvage (Yang, Zhang et al. 2014) comme la couche de cortex la plus 
interne et plus lignifiée. Ce terme est également retrouvé dans la description de tissus 
subcorticaux chez le maïs (Baluška 1995) où il désigne la couche de cortex formant des 
aérenchymes. Dans cette même étude le terme outer-cortex désigne la couche de cortex  
lignifiée ayant un rôle de soutien, qui correspondrait à la couche de sclérenchyme chez le riz. 
Chez A.thaliana cette couche est appelée middle-cortex. Ces données mettent en avant la 
nécessité de définir les termes utilisés pour décrire les tissus internes, qui ne sont, à ce jour 
régis par aucune règle. Nous avons proposé d’utiliser les termes d’inner et d’outer-cortex 
pour les deux types de cortex présents dans les racines de riz, en raison de leurs positions 
anatomiques respectives (Henry, Divol et al. 2016). La formation de la couche de « middle-
cortex » d’A.thaliana est bien décrite dans la littérature. Elle serait formée à partir d’une 
division tardive d’une cellule d’endoderme (Baum, Dubrovsky et al. 2002; Paquette and 
Benfey 2005). L’existence de ce tissu chez deux espèces distantes de 150 Ma sur le plan 
évolutif pose la question de son rôle dans la physiologie et le développement racinaire. Des 
études récentes ont apporté des précisions sur sa fonction, sa formation et la régulation de 
sa mise en place chez A.thaliana. Cette couche de cortex tardive serait impliquée dans la 
tolérance à divers stress abiotiques (Cui 2015), et sa mise en place dépendrait de l’activité de 
plusieurs gènes déjà connu pour leur implications dans la mise en place des tissus internes 
comme SHR et SCR (Koizumi, Hayashi et al. 2012). Nous connaissons l’existence de gènes 
orthologues chez le riz, appelés OsSHR1&2 et OsSCR1&2. Cependant aucune information  
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Figure 10: Schéma des anatomies racinaires des LR  
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relative à leur implication dans la mise en place de ce tissu n’est disponible à l’heure 
actuelle. Nous avons donc décidé de remédier à ce problème en tentant d’identifier la 
fonction des gènes OsSHR1 et OsSHR2 dans la formation du cortex. 
 
L’origine de la première cellule d’inner-cortex est encore peu claire. Il est 
actuellement impossible de trancher entre les deux hypothèses concernant sa formation : 
S’agit-il d’une division de cellule d’endoderme ou bien d’une division d’une cellule initiale ? 
Un travail est en cours au laboratoire pour définir l’origine de cette couche, avec notamment 
un projet de modélisation de la mise en place des tissus racinaires en collaboration avec 
l’équipe Virtual Plant dirigée par Christophe Godin (INRIA, Montpellier). La suite de notre 
étude concerne le contrôle moléculaire de la mise en place des couches de cortex chez le riz, 
en analysant la fonction des gènes OsSHR1 et OsSHR2 orthologues au gène AtSHR 
d’A.thaliana, dans la formation du cortex et des autres tissus racinaires chez le riz. 
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Introduction 
 
Les tissus internes racinaires de riz et d’A.thaliana sont formés au niveau des 
méristèmes racinaires (RAM). Chez A. thaliana, le rôle clef du couple de facteurs de 
transcription SHR/SCR dans la régulation des divisions des cellules initiales générant ces 
tissus, a été mise en évidence par (Nakajima, Sena et al. 2001). En se basant sur le travail 
réalisé chez A. thaliana, nous nous sommes intéressés aux mécanismes de formation du 
cortex chez le riz, et à l’implication des deux orthologues OsSHR1&2 dans cette mise en 
place. Ont-ils un rôle dans la formation de ce tissu ? Et si oui lequel ? Ont-ils un rôle 
équivalent? 
La thèse de Germain Pauluzzi portait sur l’analyse fonctionnelle des gènes SCR et SHR 
dans le développement racinaire du riz. Pour cela, des lignées de plantes transgéniques 
surexprimant les gènes OsSHR1&2 ont été produites. Des analyses préliminaires ont établi 
que ces plantes avaient de nombreuses couches surnuméraires de tissus internes ; qu’il 
semblait exister un retard/déficit de régénération des cals transformés ; et que toutes les 
plantes surexpresseurs étaient stériles. Nous sommes repartis de ces résultats préliminaires 
pour les approfondir, en ajoutant le gène AtSHR d’A.thaliana dans nos analyses.  
- Quelle est l’origine des problèmes de régénération observés lors de la 
surexpression ? 
- Quelle est l’identité des couches surnuméraires observées lors de la surexpression 
des gènes SHR ?  
- Quel est le rôle respectif d’OsSHR1 et OsSHR2 dans la formation des tissus 
racinaires ? 
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Figure 1 : Retard de régénération des cals transformés. 
Cals après 25 jours de régénération. Construits surexpresseurs OsSHR1 (a), OsSHR2 (b), 
AtSHR (c) et vecteur vide (d). Barres=1,5cm. 
 
Tableau 1 : Classes phénotypiques des lignées surexpresseurs. Les cases grisées ne sont pas 
représentées par aucune plante. Nodule correspond à une racine très épaisse qui ne pousse 
pas en profondeur, elle forme une grosse protubérance sous le plateau de tallage. 
  
diamètre racinaire
orientation racines/ partie 
aérienne
touffe                   
a
app. 
Développé  
b
app. 
Développé+ 
feuilles 
enroulées   
c
touffe                   
a
app. 
Développé  
b
app. 
Développé+ 
feuilles 
enroulées   
c
touffe                   
a
app. 
Développé  
b
app. 
Développé+ 
feuilles 
enroulées   
c
tortueuses A
droites B
mix 
droites+tortueuses 
C
nodules D
pas de racine-touffe 
E
épaisse 1 fines 2 mix fines + épaisses 3
PHENOTYPE 
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I. La surexpression des gènes SHR engendre la formation de couches 
surnuméraires de cortex 
 
Nous avons produit de nouvelles lignées surexpresseurs (overexpressed lines : OE) 
d’OsSHR1&2 en ajoutant une lignée surexprimant AtSHR. Nous avons mené une analyse des 
plantes produites et étudié leurs impacts sur la régénération et sur le développement 
racinaire. 
Chez A.thaliana, nous savons que la surexpression du gène AtSHR engendre la 
formation de couches surnuméraires décrites d’abord comme de l’endoderme (Helariutta, 
Fukaki et al. 2000; Nakajima, Sena et al. 2001), puis récemment identifiées comme des 
couches d’identités mixtes ou d’identités corticales (Wu, Lee et al. 2014). La question est 
donc de vérifier si la surexpression des protéines SHR induit également des couches 
surnuméraires et de mettre en évidence d’éventuelles différences entre les lignées 
surexpresseurs SHR1, SHR2 et AtSHR. 
La transformation génétique des lignées transgéniques a été obtenue par co-culture 
de cals embryogènes de riz avec Agrobacterium tumefaciens. Ces bactéries contiennent un 
plasmide (pCAMBIA 5300) comprenant les cDNA des gènes OsSHR1, OsSHR2 et AtSHR, qui 
ont été clonés en aval du promoteur de l’ubiquitine du maïs. Plusieurs transformations 
successives ont été réalisées au cours de l’hiver 2013 afin d’anticiper les problèmes de 
régénération. Les lignées transgéniques ont été analysées en génération T0 en raison de la 
stérilité des plantes surexpresseurs observée ultérieurement. 
I.1. Phénotypage des lignées transgéniques  
 
  Deux transformations génétiques ont été réalisées générant un total de 916 plantes : 
une transformation classique (pour laquelle les bactéries transformées sont appliquées 
directement sur des cals embryogènes) et une transformation directe (pour laquelle les 
bactéries transformées sont appliquées directement sur des grains). Chacune des 
transformations comprenait les trois constructions surexpresseurs (OE SHR1, OE SHR2 et OE 
AtSHR) ainsi qu’un plasmide contrôle, le vecteur pCAMBIA 5300 seul. 
I.1.1 Phénotypage macroscopique des lignées transgéniques  
 
Le suivi des cals transformés a permis de mettre en évidence une différence entre les 
trois construits. Dès le stade de régénération, lorsque les cals sont transférés du milieu 
sélectif NBS au milieu RN permettant la régénération de feuilles et de racines, nous avons 
remarqué que les trois construits contenant les gènes surexprimés présentaient un retard 
d’environ 3 semaines par rapport au contrôle (Figure 1). Pendant les deux premières 
semaines le verdissement des cals était homogène entre les construits. Au-delà de trois 
semaines apparaissent les premiers organes (tiges et racines) chez le contrôle, tandis que les 
cals surexpresseurs semblaient être bloqués à ce stade de « verdissement ». Après cinq 
semaines, plus de 900 cals en cours de régénération ont été passés en tube (262 plantes  
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Figure 2 : Classes phénotypiques des plantes surexpresseurs  
Répartition des 173 plantes OE SHR1 (a), 290 plantes OE SHR2 (b), 262 plantes OE AtSHR (c) 
et les 132 plantes contrôle vecteur vide (d). 
 
Tableau 2 : Réduction des classes phénotypiques des lignées surexpresseurs en 5 classes. 
Classes A B C D E 
 
 
Phénotypes 
Grosses racines 
Appareil aérien 
plus ou moins 
développé 
(touffe ou 
feuilles 
surenroulées) 
Racines et 
feuilles 
normales 
Phénotype 
semblable au 
WT 
 
 
Mix de 
phénotypes 
 
Racines de type 
nodules 
Appareil aérien 
très peu 
développé 
Plantes 
mortes sans 
système 
racinaire et 
Appareil aérien 
très réduit 
(touffe) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 3 : Photo des plantes régénérées après 3 semaines en tube. Classes A (a), B (b), C (c), 
D (d), E (e). Barres=1cm  
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pour AtSHR, 173 pour OsSHR1, 290 pour OsSHR2 et 96 pour le contrôle). Nous avons alors 
suivi les plantules individuellement et remarqué qu’elles avaient un taux de régénération 
très faible comparé au contrôle. Seulement 27% des cals ont généré des plantules pour les 
plantes surexpresseurs OsSHR1, 43% pour OsSHR2, et 40% pour AtSHR contre 95% pour le 
contrôle. En observant la régénération des cals, nous avons remarqué trois tendances 
majeures : la plupart des cals restent bloqués en cours de régénération sans être capable de 
former ni racine ni tige (53% pour OE SHR1, 28% pour OE SHR2 et 4% pour AtSHR), la 
deuxième partie des cals régénère en formant soit des plantes à phénotypes normaux 
(semblables au contrôle) soit des plantes à racines épaisses. Afin de pouvoir quantifier ces 
effets, un phénotypage détaillé a été réalisé sur toutes les plantes en tube. Pour cela 24 
classes ont été établies, permettant de relier un phénotype racinaire (épaisseur des racines, 
tortuosité, ..) à un phénotype aérien (enroulement des feuilles, appareil aérien réduit…). Ces 
classes sont présentées dans le Tableau 1. Les résultats du phénotypage montrent que les 
lignées OsSHR2 et AtSHR ont des répartitions assez similaires comparées à OsSHR1. En effet, 
la majorité des plantes générées (Figure 2 b, c, d) ont des racines plus épaisses, tortueuses 
couplées à un appareil aérien formé de feuilles surenroulées (A1C) ou à un appareil aérien 
très peu développé (A1A), ou présentent des phénotypes sauvages (B2B). Ces lignées se 
distinguent d’OE SHR1 pour laquelle plus de 60% des plantes n’ont pas survécues (classe E), 
ou forment des nodules racinaires (classe D) (Figure 2 a). Il semble que la surexpression des 
trois gènes SHR ralentisse/affecte l’étape de régénération, mais que de surcroit, la 
surexpression d’OsSHR1 induise un véritable blocage de la régénération et/ou que sa 
surexpression soit toxique. Ce construit présente une surreprésentation des phénotypes 
forts (classes D et E majoritaires) comparée aux construits OE SHR2 et AtSHR, qui sont 
constitués principalement de plantes à racines larges (classe A, respectivement 64% et 42%). 
Dans le but de faciliter les interprétations, nous avons réduit le nombre de classes 
phénotypiques à 5, basées uniquement sur les critères racinaires (Tableau 2 et Figure 3). 
Nous avons constaté que la surexpression des trois gènes SHR engendre l’apparition de 
racines plus épaisses. Cela pourrait signifier que ces trois gènes ont tous un rôle dans 
l’établissement des tissus racinaires. Ce phénotypage soulève donc deux questions 
majeures : 
- Les racines formées sont-elles de même nature chez les trois construits?  
- La variabilité des phénotypes observés (classe A, C, D, E) est-il dû à une différence de 
niveau d’expression ? 
Pour répondre à ces deux questions nous avons échantillonné dix individus de chaque 
classe pour chacun des construits. Au cours de cet échantillonnage nous avons prélevé la 
partie aérienne qui a été utilisée pour l’analyse moléculaire du niveau d’expression et la 
partie racinaire qui a été fixée pour des analyses histologiques et chimiques (Figure 4).  
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Figure 4 : Répartition phénotypique des plantes surexpresseurs OE SHR1 (a), OE SHR2 (b), 
OE AtSHR (c) et le vecteur vide (d) en 5 classes principales. 
Figure 5 : Schéma de l’échantillonnage des plantes surexpresseurs 
  
A: grosses 
racines 
B: WT 
C: mix 
D: nodules 
E: mort
OE SHR1 OE SHR2 OE AtSHR 
Vecteur Vide 
(a) (b) 
(c) 
(d) 
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I.1.2 Phénotypage microscopique des racines 
 
Afin de comparer les organisations racinaires pour les trois construits, des coupes 
radiales au vibratome ont été réalisées sur des individus présentant des racines épaisses 
(classe A) (Figure 5). Nous avons observé un nombre très important de couches 
surnuméraires responsables de l’épaississement de la racine en accord avec les résultats de 
Germain Pauluzzi (Figure 6 a). En effet, le diamètre racinaire est doublé chez les plantes 
surexpresseurs (670,3 µm pour les coupes OE AtSHR, 646 µm pour OE SHR1 et 628 µm pour 
OE SHR2) comparé à celui des plantes contrôle (327 µm) (Figure 6 b). Afin d’identifier la 
nature de ces couches nous avons utilisé différentes techniques, telles que les colorations 
histologiques et les marquages immunohistochimiques. La coloration FASGA permet de 
mettre en évidence les tissus fortement lignifiés (faisceaux vasculaires, sclérenchyme) 
(Tolivia and Tolivia 1987), tandis que la berbérine colore la subérine dans les cadres de 
Caspary présents dans l’endoderme et l’exoderme (Cai, Chen et al. 2011) (Figure 7). Ces 
deux marqueurs histochimiques représentent des marqueurs d’identité indirects du 
sclérenchyme et de l’endoderme respectivement. Au cours de sa thèse, Germain Pauluzzi 
avait réalisé des colorations FASGA et berbérine sur des coupes radiales des surexpresseurs 
OsSHR1 et OsSHR2. Aucune coloration des couches surnuméraires de ces lignées n’a été 
observée, excluant de facto une identité endodermale et sclérenchymateuse. Ce résultat 
suggérait, par élimination, une identité corticale de ces couches surnuméraires. 
Nous avons donc réalisé des immunolocalisations avec les anticorps pariétaux présentés 
dans le premier chapitre de ce manuscrit ainsi que des colorations FASGA afin d’établir 
l’identité corticale de ces couches et de mettre en évidence d’éventuelles différences entre 
les différents construits. Nous avons utilisé les anticorps cortex-spécifique : le M 107 et M 
133 qui marquent tous les tissus internes exceptés l’endoderme, l’inner-cortex et 
l’exoderme, et qui sont donc spécifiques de l’outer cortex ; et le M14 qui marque toutes les 
cellules de cortex au niveau du décollement des parois. Un quatrième anticorps a également 
été utilisé. Il s’agit du M 150, qui est spécifique du sclérenchyme (Annexe 3). Ces anticorps 
nous ont permis de conclure quant à la nature des couches surnuméraires résultant de la 
surexpression des gènes SHR : il s’agit de cortex. En effet, toutes les couches surnuméraires 
sont marquées par l’anticorps M 14 (Figures 8), quelle que soit la lignée OE SHR. De plus, les 
anticorps M 107 et M 133, spécifiques de l’outer-cortex, marquent la majorité des couches 
formées (Figures 9 & 10), voire l’ensemble des couches surnuméraires. Les couches non 
marquées par le M 133 et marquées par le M 14 sont donc de l’inner-cortex, elles se situent 
proche de l’endoderme. Sur les coupes observées, le nombre de couches d’inner-cortex est 
variable, pouvant aller de 0 (Figures 9 g et 10 a) à 8 couches (Figures 10 d et f). La 
surexpression des gènes SHR induit la formation de couches surnuméraires d’outer-cortex, 
mais aussi dans quelques cas d’inner-cortex. Nous avons également remarqué que ces 
surexpresseurs ne présentent qu’une seule couche d’endoderme (non marquée par le 
M107) (Figure 9), et que le marquage à l’aide du M 150 (confirmé par des colorations  
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Figure 6 : Augmentation du diamètre racinaire des lignées surexpresseurs 
(a) Coupe radiale d’une racine de surexpresseur avec de nombreuses couches surnuméraires 
en autofluorescence, comparée à une coupe radiale de racine de Nipponbare âgée de 6 jours 
à la même échelle. Barre=20µm.  
(b) Graphique illustrant l’augmentation du diamètre racinaire entre une racine Nipponbare 
de 6 jours (n=20), une racine de la plante contenant le vecteur vide (n=10) et les lignées 
surexpresseurs AtSHR (n=10), OsSHR1 (n=8) et OsSHR2 (n=8) (c). (student t-test , p-value 
<0.001) 
 
 
 
Figure 7 : Révélation des cadres de Caspary de l’endoderme et l’exoderme des coupes 
radiales d’OE SHR2 par coloration à la berbérine. Résultats de Germain Pauluzzi.  
(a) Coupe radiale d’une racine de surexpresseur OE SHR2 marquée à la berbérine ; révélant 
l’endoderme et l’exoderme en vert et les tissus lignifiés en rouge. (b) Zoom sur la stèle où les 
cadres de Caspary et les faisceaux de xylèmes sont marqués. (c) Zoom sur la couche 
d’exoderme où sont marqués les cadres de Caspary. Barres=100µm 
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FASGA) révèle l’existence d’une seule couche de sclérenchyme chez ces surexpresseurs, qui 
peut être désorganisée dans certaines lignées (Figure 11). 
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Figure 8 : Immunolocalisation de coupes radiales de racines d’OE SHR avec l’anticorps 
cortex-spécifique M14 
Superposition d’images de coupes radiales de surexpresseurs SHR obtenues par utilisation 
d’un microscope confocal après immunolocalisation. L’autofluorescence des parois 
cellulaires est visible en bleu, en jaune figure le signal de l’anticorps pariétal. M14 
marque les parois des cellules de toutes les couches de cortex, au niveau du décollement 
entre les cellules : les couches surnuméraires sont marquées. Barres=25µm 
(a-c) Marquage de OE SHR1 : (a) au 40x, (b) zoom sur les couches surnuméraires marquées 
et (c) marquage du de l’anticorps seul où une seule couche d’endoderme non marquée est 
visible. (d-f) Marquage de OE SHR2 : (d) au 40x, (e) zoom sur les couches surnuméraires 
marquées et (f) marquage du de l’anticorps seul où une seule couche d’endoderme non 
marquée est visible. (g-i) Marquage de OE AtSHR : (g) au 40x, (h) zoom sur les couches 
surnuméraires marquées et (i) marquage du de l’anticorps seul où une seule couche 
d’endoderme non marquée est visible.  
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Figure 9 : Immunolocalisation des OE SHR avec l’anticorps spécifique de l’outer- cortex 
M107 
Superposition des images de coupes radiales de surexpresseurs SHR obtenues par utilisation 
d’un microscope confocal après immunolocalisation. L’autofluorescence des parois 
cellulaires est visible en bleu, en jaune figure le signal de l’anticorps pariétal. M107 
marque les parois des cellules de l’outer-cortex: les couches surnuméraires sont 
majoritairement marquées. Barres=25µm 
(a-c) Marquage de OE SHR1: (a) au 40x, (b) zoom sur la stèle et (c) marquage de l’anticorps 
seul où une seule couche d’endoderme non marquée est visible, les couches surnuméraires 
d’outer-cortex sont marquées. (d-f) Marquage de OE SHR2 : (d) au 40x, (e) zoom sur la stèle, 
(f) marquage de l’anticorps seul où on distingue les couches proches de la stèle non 
marquées d’endoderme et d’inner-cortex, des cellules marquées de l’outer-cortex.(g-i) 
Marquage de OE AtSHR : (g) au 40x, (h) zoom sur la stèle et (i) marquage de l’anticorps seul 
où une seule couche d’endoderme non marquée est visible, les couches surnuméraires 
d’outer-cortex sont marquées.  
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Figure 10 : Immunolocalisation des OE SHR avec l’anticorps spécifique de l’outer- cortex 
M33 
Superposition d’images de coupes radiales de surexpresseurs SHR obtenues par utilisation 
d’un microscope confocal après immunolocalisation. L’autofluorescence des parois 
cellulaires est visible en bleu, en jaune figure le signal de l’anticorps pariétal. M133 
marque les parois des cellules de l’outer-cortex: les couches surnuméraires sont 
majoritairement marquées. Barres=25µm 
(a-c) Marquage de OE SHR1: (a) au 40x, (b) zoom sur la stèle et (c) marquage de l’anticorps 
seul où une seule couche d’endoderme non marquée est visible, les couches surnuméraires 
d’outer-cortex sont marquées. 
(d-f) Marquage de OE AtSHR: (d) au 40x, (e) zoom sur la stèle, (f) marquage de l’anticorps 
seul où on distingue les couches proches de la stèle non marquées d’endoderme et d’inner-
cortex, des cellules marquées de l’outer-cortex. 
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Figure 11 : Immunolocalisation à l’aide de l’anticorps M 150 et coloration FASGA des OE 
SHR mettant en évidence la présence d’une couche de sclérenchyme  
Superposition d’images de coupes radiales de surexpresseurs SHR obtenues par utilisation 
d’un microscope confocal après immunolocalisation. L’autofluorescence des parois 
cellulaires est visible en bleu, en jaune figure le signal de l’anticorps pariétal. Le M150 
marque les parois des cellules de sclérenchyme. Les images des coupes colorées au FASGA 
sont prises sous lumière blanche au 40x. Barres=25µm 
(a-b) Marquage de OE SHR1 : (a) Immunolocalisation avec le M150 au 40x et (b) coloration 
FASGA qui mettent en évidence une couche de sclérenchyme.   
OE AtSHR 
OE SHR2 
OE SHR1 
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Figure 12 : Augmentation du nombre de couches de cortex chez les surexpresseurs SHR. 
L’autofluorescence des parois est visible sous UV. Barres=25µm 
(a) Coupe radiale d’un surexpresseur présentant un nombre très important de couches 
surnuméraires (cs). (b) Coupe radiale de racine séminale de Nipponbare âgée de 6 jours où 
les cellules de cortex sont alignées du sclérenchyme à l’endoderme.(c) Zoom sur la stèle de 
la coupe radiale d’une racine de surexpresseur, où des divisions anticlinales (*) et 
périclinales (*) sont visibles dans le cortex.(d) Zoom sur la zone centrale de la coupe 
surexpresseur, où les cellules corticales sont plus petites et ne sont plus parallèles en raison 
des multiples divisions anticlinales. (e) Zoom sur la zone externe de la coupe surexpresseur, 
où les cellules corticales sont plus petites et non alignées en files comparativement à 
Nipponbare. (f) transformation en vue polaire de la coupe radiale de surexpresseur (outil 
PHIV Root-Cell développé sur ImageJ).   
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Tableau 3 : Phénotypage des surexpresseurs SHR 
Moyennes ± écart type des différents critères pour des racines séminales de Nipponbare 
âgées de 6 jours (n=20), des racines des plantes contenant le vecteur vide (n=10) et les 
lignées surexpresseurs AtSHR (n=10), OsSHR1 (n=8) et OsSHR2 (n=8) (c). (student t-test , p-
value <0.001 ***, p-value <0.005 **). Les critères sont calculés sur des coupes radiales à 
l’aide du logiciel Volocity.  
 
 Diamètre 
racinaire 
(µm) 
Nombre de 
cellules 
d’Endoderme 
Nombre de 
cellules de 
Cortex  
Divisions 
periclinales 
de cellules 
d’endoderme 
Divisions 
anticlinales de 
cellules 
d’endoderme 
NB 6 jours 231.2 ± 
14.22 
25 ± 0.12 4.93 ± 0.36 0.5 ± 0.5 1.67 ± 0.75 
Contrôle 327 ± 25 20.50 ± 2.6 4.5 ± 0.5 1 ± 1 1 ± 1 
OE AtSHR 964.8 ± 85 
*** 
27.2 ± 3 29 ± 6 
*** 
0.4 ± 1 1.5 ± 1 
OE SHR1 646 ± 92 
*** 
26.56 ± 3.38 25.44 ± 5.63 
*** 
1 ± 1 1.56 ± 0.84 
** 
OE SHR2 628 ± 79 
*** 
25.60 ± 2.88 30.60 ± 1.12 
*** 
0.75 ± 0.75 3 ± 1 
** 
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Figure 13 : Coupe longitudinale d’une racine OE AtSHR. L’autofluorescence des parois 
visible sous UV. Barres=25µm. (a) Coupe longitudinale d’une racine OE SHR (au 10X). (b) 
Zoom sur la zone d’élongation de la racine, où les couches surnuméraires d’outer-cortex 
sont alignées parallèlement de part et d’autres des faisceaux vasculaires (au 20 X). (c) Zoom 
sur la zone méristématique où les couches de tissus internes convergent vers les cellules 
initiales (au 40X). L’orientation des couches est indiquée par les flèches blanches. 
Abréviations: couches surnuméraires (cs), faisceaux vasculaires (fv) 
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I.1.3 Hypothèses sur la formation de ces couches surnuméraires de cortex 
 
Les analyses phénotypiques (immunolocalisations, colorations FASGA, images de racines 
en autofluorescence) ont permis de mettre en évidence que la surexpression des gènes SHR 
(de riz ou d’A.thaliana) engendre la formation de couches surnuméraires de cortex. Nous 
savons que les tissus internes sont formés au niveau du méristème grâce aux divisions 
périclinales successives des CEEID (Common Initial Epidermis-Endodermis Daughter). Nous 
avons donc cherché quelle était l’origine de ces couches : s’agit-il de divisions périclinales 
surnuméraires des initiales au niveau du méristème ou bien s’agit-il de divisions tardives de 
cellules de l’endoderme ou du cortex ? 
Lors de la réalisation des coupes radiales, nous avons remarqué que pour les trois lignées 
surexpresseurs, le nombre de couches de cortex était variable, pouvant être multiplié par 6, 
soit plus de 30 couches de cortex au lieu de 5 (Figures 12 a & b, Tableau 3). Le nombre de 
cellules d’endoderme ainsi que le nombre de divisions périclinales de ce tissu ne varient pas 
entre le contrôle et les lignées OE (Tableau 3). Seules les divisions anticlinales des cellules 
d’endoderme et les divisions du cortex sont significativement augmentées chez les 
surexpresseurs. On voit apparaitre des divisions surnuméraires dans des couches de cortex 
plus âgées (proches du sclérenchyme) mais aussi dans les dernières couches formées 
(proche de l’endoderme) (Figures 12 c, d, e). On remarque la présence de ces divisions car 
les cellules du cortex ne forment pas de files rectilignes du sclérenchyme à l’endoderme 
comme chez la variété sauvage (Figures 12 b et d). Il y a une désorganisation des couches 
corticales avec un nombre très élevé de très petites cellules, probablement issues de 
divisions tardives (Figure 12 c et d). Ces divisions tardives produisent des cellules 
surnuméraires corticales, mais sont-elles les seules à l’origine de toutes ces couches 
surnuméraires formées ? 
Afin de savoir si les couches surnuméraires d’outer-cortex sont bien produites à partir de 
divisions méristématiques, nous avons réalisé des coupes longitudinales de racines 
surexpresseurs (Figure 13). La visualisation longitudinale de la racine met en évidence 
l’orientation des couches surnuméraires, qui sont disposées parallèlement aux faisceaux 
vasculaires dans la zone d’élongation (Figure 13 b), et qui convergent vers le centre 
quiescent (Figure 13 c).  
Il y aurait donc deux processus parallèles conduisant à la formation de ces couches 
surnuméraires de cortex : d’une part, la surexpression des gènes SHR augmenterait les 
divisions périclinales des initiales au niveau du méristème, engendrant ainsi une succession 
de formation de couches d’outer-cortex, et d’autre part, la présence ectopique de la 
protéine ou du transcrit SHR dans les racines pourrait induire des divisions anticlinales et 
périclinales tardives dans le cortex formé.  
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Figure 14 : Architecture foliaire des surexpresseurs SHR.  
Les feuilles sont observées après décoloration dans l’éthanol 70% sous lumière UV. Les 
faisceaux vasculaires principaux sont entourés par un cercle blanc, les faisceaux secondaires 
sont indiqués par des triangles et les cellules bulliformes par une étoile. Barres=200µm. 
(a) Coupe radiale d’une feuille de la lignée contrôle. 
(b) Coupe radiale d’une feuille enroulée d’une lignée surexpresseur OE AtSHR où les cellules 
bulliformes ne sont plus visibles 
  
* 
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I.1.4 Phénotypage microscopique des feuilles 
 
L’étude des lignées surexpresseurs est surtout axée sur l’impact de la surexpression sur 
l’anatomie racinaire, mais le phénotypage des lignées en tube a aussi révélé des 
conséquences sur l’appareil aérien, avec un grand nombre de plantes (11% des OE SHR1, 
42% des OE SHR2 et 64% des OE AtSHR) présentant des feuilles enroulées ou des appareils 
aériens réduits. Ces phénotypes sont corrélés au caractère « grosses racines » (classe A). Des 
coupes histologiques de feuilles d’individus de classes A et B (phénotype WT) ont été 
réalisées pour les 3 lignées OE SHR et comparées avec la lignée contrôle (Figure 14). Ces 
analyses préliminaires révèlent que la surexpression des trois gènes SHR entraine des 
modifications dans la structure foliaire, à savoir une diminution du nombre de faisceaux 
secondaires et une disparition des cellules bulliformes. Les cellules bulliformes présentes 
dans l’épiderme sont impliquées dans la réponse du riz au déficit hydrique. La turgescence 
des cellules bulliformes est dépendante de l’état hydrique de la plante et sa perte entraîne 
l’enroulement des feuilles. En cas de stress hydrique, ces cellules sont capables de perdre 
leur turgescence et de contracter ainsi l’épiderme de la feuille ce qui engendre 
l’enroulement des feuilles. Ce mécanisme est mis en place afin de diminuer les pertes en eau 
et de limiter la quantité d’énergie lumineuse reçue (Zhang, Wu et al. 2015). Le 
surenroulement observé des feuilles des lignées surexpresseurs est probablement dû à la 
disparition des cellules bulliformes. Ce résultat met donc en évidence, qu’en plus de jouer un 
rôle dans la formation du cortex racinaire, la surexpression des gènes SHR induit un 
changement d’identité des tissus de la feuille et semble réprimer la formation des cellules 
bulliformes.  
 
I.2 Corrélation entre phénotype et niveau d’expression des gènes SHR dans 
la plante 
 
Pour établir une corrélation entre le niveau d’expression des gènes et les phénotypes 
observés, nous avons essayé d’évaluer le niveau de présence du transcrit pour une gamme 
de phénotypes variés. Nous nous attendions à observer le plus fort taux de transcrits chez 
les plantes à grosses racines (classe A et D) et un taux plus faible, proche de celui des plantes 
contrôle, chez les plantes ayant un phénotype normal (classe B). Pour la lignée OE AtSHR, 
nous nous attendions juste à une expression très forte chez les plantes transformées 
(graduelle selon la sévérité du phénotype) et une expression nulle chez les plantes contrôles 
puisque le gène n’est pas présent. 
En raison de la forte homologie de séquences entre les gènes SHR1 et SHR2, il était 
impossible d’identifier des couples de primers spécifiques de bonne efficacité pour la qRT-
PCR. De plus, les seuls couples de primers spécifiques des gènes SHR1 et SHR2 se situent 
dans la partie 3’UTR des gènes, qui ne sont pas présentes dans les lignées surexpresseurs. 
Ces primers n’ont pu être utilisés que pour tester l’existence d’une auto-activation ou d’une   
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Figure 15 : Corrélation entre phénotype et niveau d’expression du gène AtSHR dans les 
lignées OE AtSHR.  
(a) Echantillon de classe A avec des racines épaisses et tortueuses. (b) Echantillon de classe B 
avec un phénotype WT. (c) Echantillon contrôle (vecteur vide). (d) Graphique illustrant le 
niveau d’expression du gène AtSHR dans les feuilles (F) et racines (R) de plusieurs individus 
par classe par qRT-PCR (n= 2 répétitions).  
 
Figure 16 : Etude du niveau d’expression par RT-PCR de la lignée OE SHR2 et des contrôles 
(vecteur vide et eau)  
(a) Amplification du gène de référence EXP (Os06g111070) à 35 cycles (Taq Diamond), 
effectuée pour vérifier la qualité des ADNc. (b) Amplification du gène SHR2 à 35 cycles (Taq 
KOD Xtrem). (c) Un exemple de deux répétitions pour l’amplification du gène SHR2 à 30 
cycles (Taq KOD Xtrem), qui donnent des profils différents.  
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régulation croisée entre les gènes SHR1 et SHR2 endogènes (Chapitre 2 I.3). L’étude du 
niveau d’expression par qRT-PCR a pu être utilisée pour la lignée OE AtSHR, pour laquelle des 
couples de primers spécifiques étaient disponibles dans la littérature (Jia, Tian et al. 2015). 
En ce qui concerne l’étude du niveau d’expression des gènes SHR de riz, nous avons opté 
pour des RT-PCR.  
 
I.2.1 Analyse du niveau d’expression des gènes SHR dans les lignées 
surexpresseurs 
 
 Analyse de l’expression par qRT-PCR : surexpression mise en évidence pour la 
lignée OE AtSHR 
Les qRT-PCR sur les lignées OE AtSHR ont été réalisées à l’aide de deux couples de 
primers spécifiques, en deux répétitions indépendantes. Dans les deux cas, AtSHR est 
surexprimé chez les plantes de la classe A (grosses racines) comparativement aux plantes de 
la classe B (phénotype WT) (Figure 15). Afin de savoir si le gène était plus exprimé dans la 
racine que dans la feuille, les analyses ont été menées sur les deux organes séparément, et 
ne révèlent aucune différence.  
En conclusion, il existe bien une corrélation entre la sévérité des phénotypes et le niveau 
d’expression du gène AtSHR dans la plante : Les plus forts niveaux d’expression sont 
observés pour les échantillons de la classe A. Pour les plantes à phénotype WT, un niveau 
d’expression plus faible du gène a été mis en évidence, en opposition aux contrôles où 
l’expression est nulle.  
 
 Analyse de l’expression par RT-PCR des gènes OsSHR1 et OsSHR2 : 
impossibilité de conclure quant à leur surexpression 
 Le niveau d’expression des gènes SHR1 et SHR2 chez les lignées OE correspondantes 
a été étudié par RT-PCR. En raison de l’existence d’un fort pourcentage de similarité (80%) 
entre les gènes SHR1 et SHR2, il a été difficile d’identifier des couples de primers spécifiques 
pour chacun des gènes. De plus, l’amplification de ces amplicons n’a pu être réalisée qu’avec 
une enzyme polymérase spécifiquement développée pour les séquences récalcitrantes à 
l’amplification par PCR (KOD Xtrem, Invitrogen), telles que les séquences des gènes SHR1 et 
SHR2 qui présentent un fort pourcentage en GC. Pour chaque RT-PCR, nous avons voulu 
comparer les niveaux d’expression des plantes aux phénotypes forts (classe A) et 
phénotypes WT (classe B) avec les niveaux d’expression des plantes témoins (les plantes 
contenant le vecteur vide et la variété sauvage Nipponbare). Nous nous attendions à 
observer un niveau d’expression plus élevé pour les phénotypes de la classe A, sur la base 
des résultats obtenus avec les plantes surexpresseurs AtSHR.  
Les profils d’expression observés ne sont pas corrélés à la sévérité des phénotypes 
observés (i.e le diamètre racinaire), c’est–à-dire que les expressions les plus fortes obtenues 
ne sont pas forcément retrouvées chez les échantillons de la classe A (Figure 16). De plus, les 
plantes appartenant à la même classe phénotypique ne montraient pas forcément le même  
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Figure 17 : Schéma des zones spécifiques ciblées par les anticorps OsSHR1&2 
 
Figure 18 : Western Blot sur les lignées SHR 
Les étoiles indiquent des bandes correspondant à des protéines candidates. 
(a) Hybridation de l’anticorps commercial anti-GFP sur les extraits protéiques d’une lignée 
pUBI:GFP, ainsi que des protoplastes transformés par le même vecteur. Cet anticorps a été 
utilisé pour la mise en place de l’expérimentation.  
(b) Hybridation de l’anticorps anti-OsSHR1, sur les contrôles (Nipponbare et vecteur vide VV) 
ainsi que deux échantillons de la classe A. Deux bandes présentent un léger différentiel entre 
les plantes transgéniques et le contrôle aux environs de 65kDa.  
(c) Hybridation de l’anticorps anti-SHR2, sur les contrôles (Nipponbare et vecteur vide VV) 
ainsi que deux échantillons de la classe A. Deux bandes présentent un léger différentiel entre 
les plantes transgéniques et le contrôle aux environs de 65kDa.  
(d) Hybridation de l’anticorps anti-AtSHR, sur le contrôle (Nipponbare) ainsi que deux 
échantillons de la classe A. Plusieurs bandes présentent un différentiel entre les plantes 
transgéniques et le contrôle aux environs de 50kDa.   
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niveau d’expression. A ces observations s’ajoute le problème que les PCR d’amplification des 
gènes SHR n’étaient pas reproductibles. Par exemple, pour deux PCR identiques (mêmes 
conditions) réalisées indépendamment sur des échantillons de la lignée OE SHR2, nous 
n’avons pas observé les mêmes profils d’expression (Figure 16 c). Un différentiel d’intensité 
des bandes est observé dans les deux cas, cependant il ne concerne pas les mêmes 
échantillons, et n’est pas corrélé à la sévérité des phénotypes. Ces observations sont 
également valables pour SHR1 (Annexe 4). Nous ne pouvons donc émettre aucune 
conclusion. En plus des soucis de reproductibilité, aucune corrélation phénotype-niveau 
d’expression n’a pu être établie malgré les nombreuses conditions de PCR testées (nombre 
de cycles, quantité d’ADNc, durée d’amplification…). Nous ignorons à ce stade si cela est dû 
à un problème technique (problème d’amplification de gènes riches en bases GC) ou s’il 
n’existe aucune différence au niveau transcriptionnel entre les plantes des différentes 
classes. Les problèmes de reproductibilité que nous avons constatés ainsi que les résultats 
obtenus pour les lignées surexpresseurs AtSHR semblent néanmoins suggérer que le 
problème soit d’ordre technique. 
 
I.2.2 Analyse du profil d’expression des protéines SHR 
 
Nous avons cherché à établir une corrélation entre les niveaux d’expression des 
protéines et les phénotypes observés. Pour cela nous avons utilisé des anticorps polyclonaux 
spécifiques aux protéines SHR1 et SHR2, qui ont été produits avant mon arrivée au 
laboratoire. Des peptides ont été dessinés dans la partie N-terminale des protéines, qui 
correspond à leur partie spécifique (la partie C-terminale correspondant au domaine GRAS 
conservé) (Figure 17), et plus particulièrement au niveau d’une zone de repliement (Annexe 
5). L’anticorps Anti-AtSHR nous a été fourni par l’équipe de Malcom Bennett (Université de 
Nottingham). Nous ne connaissons pas sa séquence, mais nous savons que son utilisation a 
été validée en Western Blot et en immunolocalisation chez A.thaliana.  
 
 Validation des anticorps par Western Blot 
La première étape a été de chercher à valider la spécificité des anticorps par Western 
Blot. La technique de Western Blot a d’abord été optimisée à l’aide de plantes et de 
protoplastes transformés avec un plasmide permettant d’exprimer la protéine GFP et en 
utilisant un anticorps commercial Anti-GFP (Invitrogen). Ce dernier a permis de révéler la 
présence de la protéine GFP dans les plantes et les protoplastes transformés (Figure 18 a). 
Ensuite nous avons testés les anticorps purifiés anti-OsSHR1 (66,3kDa), anti-OsSHR2 
(66,2kDa) et anti-AtSHR (53,5kDa) sur les lignées surexpresseurs et la lignée sauvage 
Nipponbare. Nous nous attendions à observer un différentiel d’intensité de la bande à la 
taille attendue entre les échantillons surexpresseurs de classe A et les contrôles (Nipponbare 
et/ou le vecteur vide). 
Pour chacun des anticorps testés, plusieurs bandes sont visibles aux environs de 65kDa 
pour OsSHR1 (Figure 18 b) et OsSHR2 (Figure 18 c) et de 55kDa pour AtSHR (Figure 18 d)  
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Figure 19: Immunolocalisation des lignées OE SHR et Nipponbare, avec les anticorps anti-
SHR  
Révélation à la DAB. Barres=25µm. (a) Marquage d’une coupe radiale de racine d’échantillon 
OE SHR2 x10 en haut, et zoom sur la stèle et les couches externes en x40 en bas. La protéine 
est présente dans les noyaux et le cytosol de toutes les cellules. (b) Marquage d’une coupe 
radiale de racine d’échantillon OE AtSHR. x10 en haut, et zoom sur la stèle et les couches 
externes en x40 en bas. La protéine est présente dans les noyaux de toutes les cellules. (c) 
Marquage d’une coupe radiale de racine d’échantillon OE SHR1 x10 en haut, et zoom sur la 
stèle et les couches externes en x40 en bas. La protéine est présente dans les noyaux 
(flèches noires). (d) Marquage d’une coupe radiale de racine de Nipponbare. X40. Seul un 
marquage pour SHR2 est obtenu, avec une localisation nucléaire dans les cellules de la stèle 
et des tissus internes, mais pas dans l’épiderme (ep).  
OE SHR2 OE AtSHR 
OE SHR1 NB 
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Parmi les bandes visibles, celles présentant un différentiel d’intensité entre les contrôles et 
les échantillons surexpresseurs sont identifiées comme des bandes candidates. La difficulté 
d’identifier les bandes spécifiques est notamment due à un bruit de fond assez important. 
Malgré différentes optimisations (augmentation du temps de blocage, de la concentration 
de l’agent bloquant, du temps de rinçage…) nous n’avons pas réussi à améliorer les profils 
obtenus. Des lignées Knock-Out, que nous n’avions pas à notre disposition à ce moment-là, 
auraient pu faire office de contrôle négatif, et permettre ainsi l’identification des bandes 
spécifiques parmi les candidates. Ces lignées n’étaient en revanche pas nécessaires pour 
l’anticorps anti-AtSHR, puisque ce gène n’est pas exprimé dans le riz. Au final, les Western 
Blot d’AtSHR présentent un différentiel entre les échantillons surexpresseurs et le contrôle, 
mais plusieurs bandes sont visibles. Pour cet anticorps, il aurait fallu un extrait protéique 
d’une plante surexpresseur SHR d’Arabidopsis qui aurait pu servir de contrôle positif. Pour 
conclure, nous n’avons pu valider la spécificité des anticorps anti-SHR par Western Blot, mais 
nous avons décidé de poursuivre les analyses en testant les anticorps par 
immunolocalisations directement sur des racines d’échantillons de classe A (racines larges) 
prélevés pour chacune des lignées surexpresseurs.  
 
 Immunolocalisation des anticorps SHR sur les racines de classe A 
Les immunolocalisations ont été réalisées par l’entreprise Histalim, dans le cadre d’un 
projet commun établi avec l’équipe DAR. Elles ont été effectuées sur des coupes radiales de 
racines d’échantillons surexpresseurs de la classe A et de Nipponbare, fixées en paraffine au 
préalable. Avant de commencer les immunolocalisation avec les anticorps spécifiques, la 
qualité des échantillons a été vérifiée par marquage des racines avec des anticorps contrôles 
dirigés contre des protéines de ménage (anticorps dirigés contre l’actine et l’appareil de 
Golgi). Les marquages attendus ont été obtenus pour Nipponbare et les trois lignées OE, 
avec néanmoins un marquage plus faible observé pour la lignée OE SHR1 (Annexe 6).  
Les immunolocalisation des surexpresseurs par les anticorps spécifiques révèlent la 
présence des protéines SHR dans tous les tissus racinaires. Une localisation nucléaire et 
cytosolique est observée pour SHR2 et seulement nucléaire pour AtSHR et SHR1 (Figures 19 
a, b et c). Un signal très faible est observé pour SHR1 qui pourrait être expliqué par 
l’utilisation d’un linker dans le procédé de révélation. En effet, les hybridations pour les 
anticorps SHR1 et AtSHR ont nécessité l’utilisation d’un linker pour la révélation à la 3,3'-
diaminobenzidine (DAB). Le multimètre HRP permettant la révélation à la DAB utilisé par 
Histalim ne reconnait que les anticorps synthétisés dans le lapin ou la souris, alors que les 
anticorps AtSHR et SHR1 ont été produits dans le mouton et le rat.  
 Les immunolocalisations des coupes radiales de Nipponbare n’ont pas donné de 
signal pour l’anticorps anti-SHR1. En revanche, l’immunolocalisation de SHR2 a bien donné 
un signal, et elle permet de localiser l’expression de la protéine en condition normale : SHR2 
est exprimée dans le noyau et le cytosol des cellules de la stèle et dans le noyau des cellules 
des tissus internes. Aucun signal n’est retrouvé dans l’épiderme (Figure 19 d). 
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Figure 20 : Niveaux d’expression des SHR endogènes dans les lignées OE 
qRT-PCR réalisées sur les échantillons OE et contrôles avec les primers endogènes localisés 
dans le 3’UTR des gènes SHR. ( n=2 répétitions). 
(a) Niveaux d’expression de SHR1e entre des échantillons surexpresseurs SHR1 de 
différentes classes, le contrôle vecteur vide et un surexpresseur SHR2. Le niveau 
d’expression de SHR1e est constant entre les échantillons de référence et les OE. (Classe A 
n=5, classe B n=4, contrôle n=5, OE SHR1 n=2)  
(b) Niveaux d’expression de SHR2e entre des échantillons surexpresseurs SHR2 de 
différentes classes, le contrôle vecteur vide et un surexpresseur SHR1. Le niveau 
d’expression de SHR2e est constant entre les échantillons de référence et les OE. (Classe A 
n=4, classe B n=4, contrôle n=5, OE SHR2 n=2). 
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Ces immunolocalisations nous permettent de confirmer que les lignées OE AtSHR et 
OE SHR2 sont bien des lignées surexprimant les protéines ; ce qui confirme les résultats mis 
en évidence par qRT-PCR pour la lignée OE AtSHR. La surexpression du gène SHR1 n’est en 
revanche toujours pas démontrée de façon formelle. Le fait qu’on n’ait observé qu’un signal 
très faible chez la lignée surexpresseur et les anticorps contrôles et une absence de signal 
chez Nipponbare pourrait être expliqué par la mauvaise qualité des échantillons testés ou 
par la non-spécificité de l’anticorps anti-SHR1. Des analyses supplémentaires sont donc 
nécessaires pour conclure quant aux immunolocalisation à l’aide de cet anticorps. Toutefois, 
nous avons pu observer la présence de la protéine SHR2 dans tous les tissus internes et la 
stèle chez Nipponbare. La comparaison de ce résultat avec la localisation du transcrit, nous 
permettra de conclure sur la mobilité de OsSHR2. 
I.3 Régulation des SHR et réseau de gènes 
I.3.1 Etude de la régulation des gènes SHR (auto-activation et régulation croisée) 
 
Nous savons à présent que les gènes OsSHR1 et OsSHR2 sont capables d’induire la 
formation de couches surnuméraires de cortex. Dans le but d’approfondir nos connaissances 
sur le fonctionnement de ces deux gènes, nous avons étudié pour chaque lignée 
surexpresseurs l’expression des deux gènes endogènes. 
Seule la partie codante des gènes est surexprimée dans les lignées OE SHR. Il est donc 
possible de différencier l’expression des gènes endogènes (SHR1e et SHR2e) des gènes 
surexprimés grâce à des primers spécifiques localisés dans le 3’UTR. Nous avons cherché à 
savoir si SHR1, SHR2 voire AtSHR étaient capables de modifier l’expression de SHR1e ou 
SHR2e, et donc de savoir si les gènes SHR étaient capables de contrôler leur propre 
expression (auto-activation) ou l’expression de son co-orthologue (régulation croisée). 
Nous avons utilisé la technique de qRT-PCR avec des primers localisés dans le 3’UTR 
(Figure 20). Le niveau d’expression des gènes endogènes ne semble pas être affecté par la 
surexpression. En effet, lorsqu’on compare le niveau d’expression du gène SHR1 endogène 
(SHR1e) dans les lignées surexpresseurs (OE SHR1 et OE SHR2) avec celui des échantillons de 
référence (vecteur vide), on ne remarque aucune tendance particulière. Cela signifie qu’il n’y 
a pas d’auto-activation de l’expression de SHR1e causée par sa surexpression ni de 
régulation par SHR2. Le même constat a été réalisé pour l’étude de l’expression de SHR2e. 
De ce fait, aucune activation ni régulation croisée entre les gènes SHR n’a pu être mis en 
évidence.  
 
I.3.2 Etude du réseau d’interaction des SHR  
 
Une analyse transcriptomique par RNAseq a été réalisée sur des échantillons de 
classes A (grosses racines) et B (WT) des trois lignées OE SHR. Cette technique consiste à 
séquencer les transcriptomes de chaque échantillon et à comparer les données d’expression 
des gènes. Cette technique permet ainsi de mettre en évidence des différentiels   
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Tableau 4 : Différentiels d’expression observés dans les lignées OE SHR pour différentes 
catégories de gènes. 
 
 
 
 
 Figure 21 : Gènes régulés par la surexpression des gènes SHR2 et AtSHR 
2335 gènes ont été identifiés comme régulés chez OE SHR2, et 627 chez OE AtSHR. 
(a) Diagramme de Venn correspondant aux gènes activés chez les deux lignées. 
(b) Diagramme de Venn correspondant aux gènes inhibés chez les deux lignées. 
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d’expression de gènes, reflétant des voies de régulation par le biais d’activation ou 
d‘inhibition de gènes cibles. Nous avons conduits une première série d’analyse préliminaire 
en séquençant une série de répétition biologique. Une deuxième série sera séquencée en 
2016 afin de conduire une analyse différentielle sensus stricto. L’expérience menée ici a 
permis de donner un premier aperçu des voies moléculaires des gènes SHR, et des potentiels 
gènes cibles régulés. 
A partir de ces données préliminaires, nous avons d’abord validé le jeu de données 
en vérifiant la stabilité de l’expression de gènes contrôles dans les échantillons de classe A et 
B (Tableau 4). Puis nous avons sélectionné les gènes régulés positivement et négativement 
pour chacune des lignées, en considérant un gène comme dérégulé lorsque le différentiel 
d’expression entre les deux phénotypes était supérieur à 3 ou inférieur à 0,3. Nous avons 
ainsi identifié 2335 gènes dérégulés chez OE SHR2, et 627 chez OE AtSHR (Annexe 7). 
 
 Confirmation de la surexpression des gènes SHR2 et AtSHR dans les lignées OE 
SHR2 et OE AtSHR 
Les données transcriptomiques ont permis de confirmer la surexpression du gène AtSHR 
entre la classe A et la classe B de la lignée OE AtSHR (expression multipliée par un facteur 
100), ainsi que dans la lignée OE SHR2, où le gène présentant des grosses racines est 
surexprimé 50 fois comparé à l’échantillon de phénotype WT. Nous n’avons cependant 
relevé aucune surexpression de SHR1 dans la lignée OE SHR1. Cette absence de 
surexpression concorde avec les données de RT-PCR et suggère ainsi l’existence d’une 
régulation post-transcriptionnelle de SHR1. Ce résultat appuie également l’hypothèse émise 
précédemment, qui soutient que la présence de SHR1 au-delà d’un seuil serait toxique pour 
la plante (cf. I.1.1). Ces résultats nous permettent de conclure que, bien que les phénotypes 
« grosses racines et couches surnuméraires de cortex » soient retrouvés chez les trois 
lignées OE SHR1, SHR2, AtSHR, il est probable que les mécanismes diffèrent entre les lignées 
surexpresseurs SHR1 et SHR2/AtSHR. 
 
 Existence de cibles communes aux gènes SHR2 et AtSHR 
En comparant les listes de gènes dérégulés entre les lignées OE SHR2 et AtSHR, nous 
avons pu identifier des gènes régulés en commun, dont 20 gènes activés et 140 inhibés 
(Figure 21). Les gènes les plus fortement activés appartiennent à une famille multigénique 
cytochromes P450, qui sont des protéines impliquées dans de très nombreuses réactions 
métaboliques et hormonales ; ainsi que plusieurs enzymes et récepteurs kinases. L’utilisation 
du logiciel Mapman (http://mapman.gabipd.org), a permis de mettre en évidence que les 
gènes dérégulés en commun chez ces deux lignées semblaient appartenir au métabolisme 
secondaire, incluant la voie des terpènes (molécules impliquées dans le développement de 
la plante et dans la synthèse des brassinostéroïdes), des flavonoïdes ainsi que les 
phénylpropanoïdes et les phénols (molécules impliquées dans les protection de la plante aux 
UV, et la lignification des parois) (Figure 22). Nous avons également regardé les 
modifications d’expression des facteurs de transcription dans les deux lignées, et remarqué  
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Figure 22 : Représentation graphique des voies métaboliques impactées par la 
surexpression des gènes SHR2 et AtSHR. 
Représentation faite à l’aide du logiciel MapMan (http://mapman.gabipd.org), sur les 2335 
gènes régulés d’OE SHR2, et les 627 d’E AtSHR. Plus les gènes sont activés plus ils figurent en 
rouge, et leur inhibition figure en bleu. La surexpression de ces gènes impacte la voie des 
métabolites secondaires (entourée en noire), tandis que SHR2 régulent des gènes dans 
presque toutes les voies métaboliques.  
OE SHR2 
OE AtSHR 
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que peu de voies étaient touchées chez OE AtSHR, contrairement à OE SHR2, pour laquelle 
de nombreuses familles sont dérégulées (Annexe 8). On retrouve en effet les familles AP2 
(APETALA2), EREBP (ETHYLENE-RESPONSIVE ELEMENT BINDING PROTEINS), WRKY et MYB 
(MYEOBLASTOSIS), qui sont des facteurs de transcription impliqués dans différents processus 
de développement comme la floraison (Riechmann and Meyerowitz 1998), la tolérance aux 
stress biotiques et abiotiques (Pandey and Somssich 2009), et la formation du méristème (Jin 
and Martin 1999).  
 
 Faible activation des gènes SCR par la surexpression de SHR2  
Une étude réalisée chez A.thaliana a mis en évidence une interaction entre les gènes SHR et 
SCR. SHR a la capacité d’induire l’expression de SCR en se fixant sur son promoteur 
(Helariutta, Fukaki et al. 2000; Nakajima, Sena et al. 2001; Sena, Jung et al. 2004; Cui, 
Levesque et al. 2007). Nous avons donc regardé si cette propriété était conservée chez le riz, 
en vérifiant que le niveau d’expression des gènes SCR1 et SCR2 étaient bien augmenté chez 
les surexpresseurs. En effet, les gènes SCR1&2 semblent être activés dans la lignée OE SHR2, 
selon un ratio de 2,8 et 3,5 respectivement (Tableau 4, Annexe 7), conformément au 
modèle d’activation transcriptionnel de SCR par SHR chez A.thaliana. Cependant, aucune 
activation de ces gènes n’est observée pour les lignées OE AtSHR et OE SHR1. Ce résultat 
peut être expliqué par le fait que SHR1 ne soit pas surexprimé dans les plantes OE SHR1 (cf. 
paragraphe suivant), en revanche pour AtSHR, cela suggère que la reconnaissance entre 
AtSHR et les SCR1 et SCR2 soit perturbée.  
 
 Aucune surexpression observée pour SHR1 
Aucune surexpression du gène SHR1 n‘a été démontrée dans la lignée pUBI:SHR1. 
L’expression des gènes SCR1&2 ne semble pas être affectée non plus. Ces résultats 
inattendus suggèrent encore une fois que les mécanismes conduisant à la production de 
couches de cortex surnuméraires chez les surexpresseurs OsSHR1 et OsSHR2 sont distincts.  
Un total de 2324 gènes semble dérégulés dans la lignée OE SHR1, dont 20% activés et 80% 
inhibés. Nous avons observé que les deux lignées OE SHR1 et OE SHR2 présentaient plus de 
30 % de leurs gènes dérégulés en commun (Figure 23). De plus, les voies métaboliques 
représentées par les gènes différentiellement exprimés chez OE SHR1 sont similaires à celles 
observées chez OE SHR2 (Figure 24), tout comme les nombreuses familles de facteurs de 
transcriptions régulées dans la lignée OE SHR1 le sont aussi chez OE SHR2 (Annexe 9).  
Nous n’avons à ce jour, aucune explication satisfaisante pour réconcilier l’ensemble 
des résultats obtenus pour les surexpresseurs SHR1 et SHR2. L’analyse des lignées KO (cf. 
Chapitre 2. III) permettra peut-être de mettre en évidence une différence de fonction entre 
ces gènes. L’utilisation de lignées surexpresseur inductibles semble aussi être un outil 
approprié, qui pourrait être utilisé dans le but de comparer les données transcriptomiques 
des lignées surexpresseurs SHR1, SHR2 et AtSHR avec celles d’une lignée sauvage et de 
lignées KO, tout en s’affranchissant des problèmes de régénération. Nous pourrions ainsi  
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Figure 23 : Diagrammes de Venn illustrant les gènes en commun régulés chez les lignées OE 
SHR1, OE SHR2 et OE AtSHR. 2335 gènes ont été identifiés comme régulés chez OE SHR2, et 
627 chez OE AtSHR et 2324 chez OE SHR1. 
 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 24 : Représentation graphiques des voies métaboliques impactées par la présence 
du transgène pUBI:SHR1. 
Représentation faite à l’aide du logiciel MapMan (http://mapman.gabipd.org), sur les 2335 
gènes régulés d’OE SHR2, et les 627 d’E AtSHR. Plus les gènes sont activés plus ils figurent en 
rouge, et leur inhibition figure en bleu. La surexpression de ces gènes impacte la voie des 
métabolites secondaires (entourée en noire), tandis que SHR2 régulent des gènes dans 
presque toutes les voies métaboliques.  
OE SHR1 
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comparer les répertoires de gènes régulés par ces trois facteurs de transcription, et conclure 
quant aux mécanismes moléculaires qui leur sont propres. 
  
94 
 
  
95 
 
Conclusion : un rôle commun des gènes SHR dans la mise en place du cortex 
racinaire, mais via des mécanismes distincts  
 
L’expression ubiquitaire des trois gènes SHR dans le riz engendre le même 
phénotype, à savoir la formation de couches surnuméraires de cortex. L’expression 
ectopique des gènes SHR induirait d’une part les divisions méristématiques des initiales 
conduisant à la formation de nombreuses couches supplémentaires d’outer-cortex, et 
d’autre part des divisions tardives intrinsèques dans ce tissu. Les racines formées 
comprennent alors jusqu’à 6 fois plus de couches de cortex que les racines contrôles, 
entrainant des problèmes de survie de la plante (seuls les phénotypes faibles ont survécus 
au transfert en serre). Un phénotype foliaire est également observé pour ces trois lignées, 
avec une diminution du nombre de faisceaux vasculaires et de cellules bulliformes. Ces 
phénotypes foliaires et racinaires sont communs aux trois lignées OE SHR et amènent donc à 
penser qu’ils auraient une fonction similaire. Ces gènes semblent donc être impliqués dans la 
mise en place du tissu cortical, et semblent aussi participer à l’architecture foliaire. Ces 
résultats confirment l’hypothèse avancée par Wu et al. selon laquelle il existerait une 
conservation de fonction entre les gènes SHR (Wu, Lee et al. 2014).  
Les trois lignées OE SHR présentent des phénotypes racinaires graduels, avec de 
grandes similitudes dans la répartition en classes pour les deux lignées OE SHR2 et AtSHR. 
Une corrélation entre le niveau d’expression des gènes et les phénotypes observés a été 
mise en évidence pour ces deux lignées, suggérant le mécanisme suivant : plus la 
concentration en transcrits serait élevée dans la racine, plus les protéines y seraient 
accumulées et induiraient ainsi des divisions ectopiques conduisant à la formation de 
couches surnuméraires de cortex. SHR1 semble, quant à lui, ne pas avoir recours au même 
mécanisme. Des défauts de régénération ont été observés, avec plus de la moitié des plantes 
qui ne survivent pas à la transformation génétique, supposant un effet toxique du gène à 
forte dose. De plus, les plantes rescapées ne montrent aucun signe de surexpression que ce 
soit au niveau transcriptionnel ou traductionnel. SHR1 et SHR2 auraient donc tous les deux 
un rôle dans la mise en place du cortex, mais fonctionneraient indépendamment (pas de 
régulation croisée) et selon des mécanismes différents. 
L’étude de nos collaborateurs portant sur les gènes SHR de monocotylédones chez 
A.thaliana a mis en évidence une particularité de SHR2 : sa protéine serait plus mobile que 
ses paralogues (Wu, Lee et al. 2014). Cette caractéristique pourrait expliquer les problèmes 
de régénération encourus chez les plantes OE SHR1 : la présence ectopique de cette 
protéine perturberait plus le développement de la plante que la présence ectopique de 
SHR2, qui aurait déjà la capacité de se déplacer dans tous les tissus internes dans les plantes 
sauvage. Nous pouvons donc supposer que les plantes présentant une forte surexpression 
de SHR1 n’aient pas survécu, et que les plantes que nous avons pu analyser dans le cadre de 
cette étude n’expriment pas ou peu le transgène. L’expression ectopique de SHR1 serait 
donc létale pour la plante, tandis qu’une expression tissu-spécifique ou méristématique 
pourrait suffire à induire des divisions des initiales et conduire à la formation de couches  
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surnuméraires de cortex. Cependant, nous ne disposons pas des outils nécessaires pour 
tester cette hypothèse à l’heure actuelle. Il faudrait en effet pouvoir localiser la protéine et 
le transcrit de SHR1 dans la lignée OE SHR1, et tester les mobilités des protéines SHR dans le 
riz. 
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Figure 25 : Les protéines SHR bougent au-delà de l’endoderme et induisent des couches de 
cortex chez A.thaliana (Wu, Lee et al. 2014) 
(a) Images des gènes SHR fusionnés à la YFP, prises au microscope confocal. Les gènes sont 
sous le contrôle du promoteur d’AtSHR, et exprimés dans le Wild-type et le mutant shr2. Les 
numéros correspondent aux couches adjacentes à la stèle. 
(b) Quantification du nombre de couches de tissus internes formées, causé par l’expression 
des homologues SHR (n=3, 35 racines étudiées pour chacun des homologues) 
(c) Images des protéines SHR avec la thréonine conservée mutée en alanine fusionnées à la 
YFP et prises au microscope confocal. 
(d) Cinétique du recouvrement de la fluorescence après un photobleaching (FRAP) pour les 
protéines SHR 
. 
  
(b) 
(a) 
(c) (d) 
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II. Analyse de la mobilité des protéines SHR1, SHR2 et AtSHR dans le 
riz 
 
La récente co-publication faite avec nos collaborateurs de l’Université de 
Pennsylvanie a abouti à l’hypothèse d’une probable corrélation entre la mobilité des 
protéines SHR et le nombre de couches de cortex présentes dans les organismes où elles 
sont exprimées (Wu, Lee et al. 2014). Cette étude a mis en évidence la similarité de 
fonctions entre les protéines SHR de riz et de Brachypodium distachyon grâce à la 
complémentation du mutant shr-2 d’Arabidopsis thaliana, chez lequel ces protéines ont la 
capacité de restaurer la formation et l’identité de la couche d’endoderme. Cette étude a 
également mis en exergue la capacité de ces protéines à migrer au-delà de l’endoderme 
chez A.thaliana. Cette mobilité s’accompagne de la formation de couches surnuméraires de 
cortex dont le nombre dépendrait de la capacité de migration de la protéine. En effet, cette 
étude a démontré que la protéine SHR2 était plus mobile que SHR1 et BdSHR et qu’elle 
induisait plus de couches supplémentaires de cortex que ses co-orthologues (Figures 25 a & 
b). Le mécanisme à l’origine de cette mobilité serait conservé entre les espèces étudiées. La 
thréonine du domaine VHIID, dont la mutation en alanine engendre la perte de mobilité 
d’AtSHR (Gallagher, Paquette et al. 2004), est conservée chez ces espèces et est également 
nécessaire à la mobilité de ces protéines (Figure 25 c). Pour conclure, ce travail a mis en 
évidence l’existence d’un mécanisme conservé de la mobilité de ces protéines, avec la 
régulation de leur transport par une thréonine conservée dans le domaine GRAS, des 
cinétiques de mouvement similaires (Figure 25 d), et l’utilisation des mêmes voies de 
transport via les plasmodesmes. La présence de plusieurs couches de cortex chez le riz 
(Rebouillat, Dievart et al. 2009) et B.distachyon (Watt, Schneebeli et al. 2009; Pacheco-
Villalobos and Hardtke 2012) pourrait être expliquée grâce à ces résultats selon l’hypothèse 
suivante : les protéines SHR de monocotylédones ne seraient pas séquestrées dans 
l’endoderme dans leurs organismes respectifs, elles pourraient donc migrer dans les couches 
adjacentes et induire ainsi la formation de plusieurs couches de cortex. Plusieurs hypothèses 
peuvent expliquer le nombre variable de ces couches. Il est possible qu’il soit dû à la 
formation d’un gradient de protéines SHR dans ce tissu, ou bien que la mobilité des 
protéines SHR soit contrôlée directement, ou encore que le turn-over de leur dégradation 
soit finement contrôlé.  
L’analyse de la surexpression des trois gènes SHR (OsSHR1, OsSHR2 et AtSHR) a 
permis de mettre en évidence l’induction de la formation de couches surnuméraires de 
cortex. Les résultats des immunolocalisations sur des racines des lignées OE SHR2 et OE 
AtSHR ont confirmé l’accumulation des protéines dans tous les tissus racinaires. Ces résultats 
vont dans le sens de l’hypothèse émise précédemment, qui consiste à corréler la présence 
des protéines aux nombre de couche de cortex présentes.  
Nous avons décidé d’étudier la mobilité des protéines SHR1, SHR2 et AtSHR dans le 
riz, afin de pouvoir comparer avec les résultats obtenus chez A.thaliana et de pouvoir 
confirmer cette hypothèse. Pour ce faire, nous avons dans un premier temps étudié la    
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Figure 26 : Profil d’expression pour le gène OsSHR1, dont le promoteur est fusionné à la 
protéine GUS. 
(a) OsSHR1 est exprimé dans la racine, au niveau des primordia de racines latérales 
(b) OsSHR1 est exprimé les nervures des feuilles 
(c) OsSHR1 est exprimé tout au long de la racine jusqu’à la coiffe 
(d) OsSHR1 est exprimé dans la stèle des racines. Barre=50µm 
 
 
 
Figure 27 : Annotation de la séquence promotrice d’OsSHR2  
(a) (b) 
(c) (d) 
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localisation des transcrits, que nous avons ensuite comparé à la localisation des protéines 
grâce à l’utilisation de fusions traductionnelles.  
II.1 Etude de la localisation des transcrits SHR 
 
Au cours de sa thèse, Germain Pauluzzi avait réalisé des fusions transcriptionnelles 
pour les gènes SHR1 et SHR2. Le construit pSHR1:GUS avait permis d’étudier le profil 
d’expression de ce gène dans la plante. Les lignées obtenues révèlent une expression du 
transcrit spécifique des faisceaux vacsculaires. On le retrouve dans la stèle au niveau des 
racines et au niveau des nervures des feuilles (Figure 26). En revanche, le construit 
pSHR2:GUS n’avait donné aucun signal. Nous avons entrepris de réannoter la séquence 
promotrice utilisée. Au sein des 1,9 kb sélectionnés, nous avons relevé la présence de motifs 
hautement répétés dans la partie 5’ de la séquence promotrice. Ces motifs auraient pu 
induire un silencing de la construction par méthylation massive. C’est pourquoi nous avons 
donc décidé d’utiliser une nouvelle séquence raccourcie à 900 pb (Figure 27). Aucun signal 
GUS n’a été observé pour les plantes de la génération T1, quel que soit le stade (plantule ou 
plante en serre). Si l’on se base sur des données déjà existantes, le profil de SHR1 obtenu au 
laboratoire concorde avec ceux publiés dans la littérature (Cui, Levesque et al. 2007) et ceux 
disponibles sur le site japonais RiceXpro (http://ricexpro.dna.affrc.go.jp/) (Figure 28 a). 
Quant au gène SHR2, aucune donnée publiée n’est disponible à ce jour, mais la base de 
données japonaise stipule que le profil d’expression racinaire du gène est similaire à celui de 
SHR1 : SHR2 serait exprimé dans la stèle mais serait aussi retrouvé faiblement dans les 
autres tissus internes (cortex, exoderme, sclérenchyme…) (Figure 28 b).  
La technique d’hybridation in situ aurait pu être une alternative intéressante pour 
localiser les transcrits SHR1 et SHR2, cependant nous ne disposions pas des contrôles 
nécessaires. En effet, les seules sondes spécifiques des gènes sont localisées dans les 3’UTR, 
qui ne sont pas inclus dans les surexpresseurs. Nous ne pouvons donc pas les utiliser comme 
contrôles positifs, et ne disposant pas encore de lignées Knock-Out à cette période nous 
n’avions pas de contrôle négatif non plus. 
 
II.2 Analyses des fusions traductionnelles chez le riz 
II.2.1 Réalisations des fusions traductionnelles 
 
Nous avons donc décidé de réaliser les trois fusions traductionnelles sous le contrôle 
du promoteur d’OsSHR1. Bien que les gènes OsSHR2 et AtSHR ne soient pas sous le contrôle 
de leurs propres promoteurs, ces constructions nous permettent d’étudier leur mobilité chez 
le riz. Nous savons qu’OsSHR1 est transcrit dans la stèle, et que donc toute protéine en 
fusion traductionnelle avec la GFP retrouvée en dehors de la stèle confirmera que la  
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Figure 28 : Profils d’expression d’OsSHR1&OsSHR2 dans la racine d’après les analyses 
transcriptomiques disponibles sur le site RiceXPro http://ricexpro.dna.affrc.go.jp 
(a) Profil d’expression d’OsSHR1 qui est principalement exprimé dans les zones de divisions 
et d’élongation dans la racine, et ce, au niveau de la stèle. 
(b) Profil d’expression d’OsSHR2 qui est 20 fois moins exprimé que OsSHR1 et dont 
l’expression est aussi localisée les zones de divisions et d’élongation de la racine, au niveau 
de la stèle. 
. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 29 : Mobilité attendue de la protéine 
(a) Les protéines SHR sont exprimées sous le contrôle du promoteur SHR1 qui est retreint à 
la stèle. 
(b) Si les protéines SHR sont mobiles, elles sont capable de bouger au-delà de la stèle 
(flèches) et peuvent migrer dans les tissus internes.  
OsSHR2 
OsSHR1 (a) 
(b) 
(a) 
Expression sous le 
promoteur SHR1 
Mobilité de la protéine 
au-delà de la stèle  
(b) 
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protéine est mobile (Figure 29). Nous avons ainsi réalisé une transformation en janvier 2015 
de cals de la variété Nipponbare avec les vecteurs pCambia 5300 contenant les fusions GFP 
et le vecteur originel contenant l’insert pOsSHR1::GUS comme contrôle. Le même linker 
situé entre la séquence de la protéine d’intérêt et la protéine rapporteur que celui décrit 
dans (Cai, Fedeles et al. 2014) a été utilisé. Contrairement à ce qui a été fait pour l’analyse 
des homologues chez A.thaliana, nous avons exprimé ces vecteurs dans la variété sauvage 
de riz et non dans des mutants perte de fonction, car ils nétaient pas encore disponibles à 
cette époque. 
 
II.2.2 Phénotypage des plantes en serre  
 
Afin de savoir si les fusions SHR:GFP avait un impact sur le développement des cals, 
nous avons suivi leur régénération au cours du temps. Aucun retard ni blocage de 
régénération n’a été observé comparativement aux lignées surexpresseurs. Le taux de 
régénération des trois lignées s’élève à plus de 60 % et est assez homogène (Figure 30). La 
modification de l’expression des SHR dans la plante, engendrée par l’introduction des 
fusions traductionnelles, ne semble pas perturber la régénération des cals.  
Au cours des cinq semaines de régénération, chaque cal a été observé à quatre 
reprises sous la loupe binoculaire à fluorescence avec un filtre GFP afin d’identifier les 
fusions fonctionnelles. Aucun signal GFP n’a été observé pendant la régénération. Suite à 
cette étape, environ 25 plantules par lignées ont été passées en tubes puis phénotypées. Le 
phénotypage, basé sur les mêmes critères que les autres plantes transgéniques, c’est-à-dire 
sur la morphologie racinaire (épaisseur, tortuosité, longueur des racines) et sur le 
développement de l’appareil aérien (nombre de talles, enroulement des feuilles…) a été 
réalisé sur les plantules passées en tube depuis une semaine. A ce stade, aucun phénotype 
particulier n’a été relevé. En raison des difficultés à analyser les plantes à travers les tubes 
en verre, aucun suivi de la fluorescence n’a été effectué durant cette étape. Avant le 
transfert en serre des plantes transgéniques, une sélection des plantes monocopies a été 
effectuée par qPCR. Ainsi, 16 plantes ont été retenues pour la fusion SHR1:GFP, 20 pour 
SHR2:GFP, et 15 pour AtSHR:GFP et le contrôle négatif. Ces 66 plantes ont été phénotypées 
à deux reprises : la première fois au stade tallage (trois semaines après être passées en 
serre) puis au stade d’élongation (50 jours après leur transfert). Au stade tallage, aucun 
impact significatif sur la taille ni sur le nombre de talles n’a été observé chez les plantes 
(Figures 31 a & b). Cependant nous avons relevé des phénotypes commun à ceux observés 
chez les surexpresseurs tels que des feuilles enroulées (Figures 32 a & b). Curieusement ce 
phénotype a été observé chez 70% des plantes de la lignée SHR2:GFP et 20% des plantes 
SHR1:GFP (Figure 31 c) et aucune plante AtSHR:GFP. Après un mois et demi en serre (50 
jours), le nombre de talles et la taille des plantes SHR2:GFP sont significativement inférieurs 
à ceux de la lignée contrôle (Figures 32 c & d), et l’enroulement des feuilles s’est accentué  
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Figure 30 : Taux de régénération des cals transformés GFP 
Taux de régénération pour la transformation des fusions traductionnelles d’OsSHR1 (n=118), 
d’OsSHR2 (n=109), d’AtSHR (n=132) et du contrôle (n=113).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 31 : Résultats de phénotypage du nombre de talles des plantes et de leur taille, 
pour chacune des fusions traductionnelles  
pOsSHR1:OsSHR1:GFP (n=16), pOsSHR1:OsSHR2:GFP (n=20), pOsSHR1:AtHR1:GFP (n=15) et 
le contrôle pOsSHR1 :GUS (n=15).(student t-test , p-value <0.05) 
  
84,1 87,3 
65,1 62,9 
contrôle SHR1:GFP SHR2:GFP AtSHR:GFP
Fréquence de régénération des fusions 
traductionnelles (%) 
5,38 
3,45 
4,33 
5,87 
SHR1 SHR2 AtSHR contrôle
Nombre de talles au stade tallage 
54,63 
45,53 
52,8 54,6 
SHR1 SHR2 AtSHR contrôle
Taille des plantes au stade tallage 
87,19 69,67 87,7 85,77 
SHR1 SHR2 AtSHR contrôle
taille des plantes  au stade élongation 
*** 10,63 
6,10 
10,6 11,5 
SHR1 SHR2 AtSHR contrôle
nombre de talles au stade élongation 
*** 
** 
** 
(a) (b) 
(c) (d) 
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en passant de 19 à 25% chez la lignée SHR1:GFP et de 70 à 73% chez SHR2:GFP (Figure 31 c). 
Des coupes radiales des feuilles des trois lignées SHR:GFP ont été réalisées et révèlent que 
les plantes présentant des feuilles enroulées montrent les mêmes modifications 
anatomiques de l’architecture foliaire que celles observées chez les surexpresseurs 
pUBI:SHR, à savoir une diminution du nombre de faisceaux secondaires et une diminution du 
volume des cellules bulliformes (Figure 32 d). 
L’expression ectopique des protéines SHR sous le contrôle du promoteur SHR1 
semble perturber le développement des plantes en provoquant des phénotypes aériens 
semblables à ceux observés chez les surexpresseurs mais à des degrés plus faibles. 
Cependant seul un enroulement des feuilles a été remarqué, aucune une augmentation du 
diamètre racinaire des plantes en tube ni de blocage de régénération, ni de problème de 
fertilité n’ont été observé.  
 
II.2.3 Observation du signal GFP  
 
Afin d’effectuer des observations préliminaires des plantes présentant une fusion 
GFP fonctionnelle, nous avons prélevé un talle sur chacune de ces plantes, placé celui-ci dans 
de l’eau osmosée pendant trois jours et observé les nouvelles racines induites à la loupe 
binoculaire à fluorescence. Quelques signaux faibles ont été observés (Annexe 10), mais il 
était difficile de discriminer ce signal de l’autofluorescence des tissus. Pour confirmer la 
présence de ce potentiel signal GFP nous avons effectué des analyses sur l’appareil aérien. 
Des prélèvements de feuilles ont été pratiqués sur les plantes en serre. Après une 
décoloration, elles ont été coupées de manière transversale puis observées sous microscope 
optique à l’aide d’un filtre GFP. Aucun signal spécifique n’a été observé, même chez les 
feuilles présentant un enroulement fort (Annexe 10). Le signal perçu lors de l’analyse des 
racines était probablement de l’autofluorescence. Nous poursuivrons nos analyses sur la 
génération suivante, pour laquelle des semis de 10 graines par plante seront effectués, et 
des racines de plantules âgées de 6 jours seront coupées puis observées au microscope à 
épifluorescence ou au multiphoton. 
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Figure 32 : Phénotypage des 3 lignées de fusions traductionnelles 
(a) Exemple d’une plante au phénotype feuilles enroulées (à gauche) comparé au contrôle (à 
droite) (b) Exemple d’une plante au phénotype feuilles fortement enroulées (à gauche) 
comparé au contrôle (à droite). (c) Graphiques montrant la répartition en 3 classes de 
phénotypes pour les trois lignées d’intérêt et le contrôle. (d) Coupes transversales de feuilles 
de plante contrôle à gauche et de plante à feuilles surenroulées (à droite), décolorées à 
l’éthanol 70% et observer sous UV au microscope optique. Les feuilles présentent une baisse 
de volume des cellules bulliformes (triangle) et un éloignement entre les faisceaux 
secondaires (*). Barres = 50µm  
Pas d’enroulement 
Léger enroulement 
Enroulement fort  
(a) (b) 
(c) 
Stade tallage 
3 semaines 
après transfert 
Stade 
élongation 
6 semaines 
après transfert 
(d) 
* 
* 
* 
* 
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Conclusion : la protéine SHR2 plus mobile que SHR1 ? 
  
La récente co-publication faite avec nos collaborateurs de l’Université de 
Pennsylvanie a mis en évidence la mobilité des protéines SHR de riz chez A.thaliana selon les 
mêmes mécanismes connus pour AtSHR (même cinétique et même voie de transport) (Wu, 
Lee et al. 2014). Les protéines SHR1 et SHR2 migrent au-delà de l’endoderme et induisent la 
formation de couches surnuméraires de cortex, avec la particularité que SHR2 serait plus 
mobile que SHR1 et engendrerait ainsi la formation de plus de couches.  
Nous avons tenté d’étudier la mobilité de ces protéines chez le riz, en comparant 
dans un premier temps leurs profils transcriptionnels et traductionnels. Le transcrit SHR1 est 
localisé dans la stèle, mais nous n’avons, à ce stade, aucune information sur la localisation de 
la protéine. Quant à SHR2, nous ne disposons pas d’outils permettant de localiser son 
transcrit dans la racine. La base de données japonaise RiceXPro suggère néanmoins que 
celui-ci soit aussi localisé à un niveau élevé dans la stèle mais également dans les tissus 
internes à des concentrations beaucoup plus faibles. Les immunolocalisations avec 
l’anticorps spécifique de protéine SHR2 nous ont permis de localiser celle-ci dans les tissus 
internes à des concentrations semblables dans tous les tissus de la stèle jusqu’à l’exoderme. 
Elle présenterait une localisation nucléaire et cytosolique dans la stèle et seulement 
nucléaire dans les tissus internes. Le fait que la protéine soit présente à concentration 
semblable dans tous les tissus suggère qu’elle serait apte à se déplacer de la stèle et à 
s’accumuler dans tous les tissus. 
Les fusions traductionnelles réalisées pour les trois gènes SHR n’ont pas donné de 
signal GFP pour les plantes en génération T0 que ce soit dans les feuilles ou dans les racines. 
Il nous faudra attendre la génération T1 et la fixation des lignées homozygotes pour espérer 
voir un signal. Lors de l’analyse des lignées GFP en T0, nous avons tout de même observé un 
phénotype différent pour la fusion traductionnelle de SHR2. Cette lignée présente un 
enroulement des feuilles présent chez 70% des plantes. Cela signifie que SHR2, même 
exprimé sous le contrôle d’un promoteur autre que le sien (pSHR1), est capable d’induire un 
phénotype foliaire. 
Ces résultats vont dans le sens de l’hypothèse émise précédemment, qui dit que les 
mécanismes des protéines SHR1, SHR2 et AtSHR ne sont pas identiques, et que SHR2 
pourrait être plus mobile que ses orthologues. 
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Tableau 5 : Inventaire des lignées TILLING disponibles 
 
 
Figure 33 : Positions des mutations ponctuelles TILLING dans la protéine OsSHR1 
  
lignées  mutations  
Position de la 
mutation  
Acides 
Aminés  
Impact sur la protéine  
404 874 T1057C 353 S en P  
Serine: polaire                                                                               
Proline: apolaire,  ne peut pas adopter plusieurs conformations, 
intervient dans hélice α 
404 288 
C1166T  389 S en F  
Sérine: petite et polaire, neutre 
Phenylalanine: aromatique et hydrophobe 
C568A  
189: région 
riche en glycine G en G  
mutation silencieuse 
405 566 
G1169A  390 G en E  
Glycine: apolaire, petit                                                       
          Acide glutamique: petit, négatif, rôles semblales à ceux de 
G 
564A     mutation silencieuse 
402385 
G1168A  390 G en R  
Glycine: apolaire, petit                                                       
      Arginine: polaire, positif, générallement à l'extérieur de la 
protéine 
C567A  291   mutation silencieuse 
403336 G522A  175: région riche en glycine G en D  
Glycine: apolaire, petit                                                         
  Acide Aspartique: polaire, négatif, souvent en surfade des 
protéines, souvent impliqués dans les ponts salins 
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III. Création de mutants perte de fonction 
Introduction 
 
L’étude de la surexpression nous a donné des informations précises sur l’implication 
des gènes OsSHR1&2 dans la formation du cortex. OsSHR2 et AtSHR peuvent induire la 
formation de couches de cortex surnuméraires lorsqu’ils sont surexprimés. Cependant, 
l’expression ectopique n’apporte que des indications indirectes sur la fonction de SHR1 et 
SHR2. Nous ne sommes toujours pas capables de distinguer la fonction des deux paralogues. 
Jusqu’à maintenant nous savons que SHR1 engendre plus de problèmes de régénération que 
SHR2, et que l’expression sous contrôle du promoteur pSHR1 de SHR2 engendre un 
phénotype aérien beaucoup plus fort que celle de SHR1. Il semble de plus que SHR1 ne soit 
pas surexprimé dans les plantes de la lignée OE SHR1, bien que les phénotypes observés 
soient similaires à ceux des « vrais » surexpresseurs SHR2 et AtSHR. Cela suggère 
probablement que leurs rôles et leurs modes de fonctionnement ne sont pas identiques 
dans la plante. Pour mieux comprendre la fonction de ces facteurs de transcription, 
l’obtention de mutants pertes de fonction est essentielle. Ces mutants nous permettront de 
distinguer le rôle de ces deux gènes. De ce fait, plusieurs techniques en parallèle ont été 
menées au cours de ces trois années de thèse, telle que le criblage d’une population TILLING 
ou la réalisation de lignées transgéniques mutantes utilisant la technologie CRISPR et TALEN.  
II. 1 Criblage d’une population TILLING  
 
Une population de TILLING (Targeting Induced Local Lesions in Genomes) (Till, Cooper 
et al. 2007) provenant de l’université de Californie (UC Davis) a été criblée pour les gènes 
SHR1. Cinq lignées comportant chacune une mutation ponctuelle dans la séquence codante 
de SHR1 ont été obtenues puis multipliées au laboratoire (Tableau 5). Les mutations n’ont 
pas conduit à l’apparition de codon stop. Seules des mutations ponctuelles ont été 
identifiées, localisées principalement au niveau du domaine conservé de la protéine 
(domaine GRAS), et plus particulièrement au niveau du domaine Leucine Heptad repeat II 
(LHR2) (Figure 33). Ces mutations ponctuelles ont provoqué des changements d’acides 
aminés succeptibles de perturber la conformation et la fonction de la protéine SHR1. Nous 
avons donc regardé si les propriétés des acides aminés mutés étaient éloignées de celles des 
acides aminés initiaux à l’aide d’une base de données en ligne qui recense les mutations 
possibles et calcule les conséquences au niveau structural et fonctionnel d’une mutation 
ponctuelle (www.russelllab.org/) (Betts and Russell 2003) (Figure 34). Pour toutes les 
mutations étudiées, la propriété des chaines latérales des acides aminés a été modifiée en 
passant de polaire à apolaire ou inversement. Ces modifications ont donc une probabilité 
importante d’affecter la stucture ou la fonction de la protéine, mais également sa stabilité. 
Avant d’identifier les effets des mutations sur les tissus internes, et plus particulièrement sur 
le cortex, nous avons étudié la structure de la protéine SHR1 et estimé les conséquences que 
pourraient engendrer ces mutations.   
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Figure 34 : Substitution des acides aminés pour les lignées TILLING 
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II.1.1 Etude de l’effet des mutations TILLING sur la structure de la protéine 
OsSHR1 
 
 Analyse structurelle de la protéine  
La protéine OsSHR1 est une protéine de 601 acides aminés, caractérisée par un 
domaine conservé, appelé GRAS, occupant les deux tiers de la protéine en position C-
terminale. Les 190 premiers acides aminés correspondent à la zone la plus variable parmi les 
orthologues SHR, qui a aussi la particularité de présenter des motifs dits en désordre ou 
« chaotiques » (Annexe 11). Cette région est donc considérée comme une zone 
intrinsèquement désordonnée, qui confère à la protéine une absence de structure 
tridimensionnelle stable. Cette situation est fréquente chez les facteurs de transcription 
pour lesquels l’activité de régulation transcriptionnelle est corrélée à un niveau élevé de 
résidus promoteurs de désordre dans les zones spécifiques de liaison à l’ADN ou dans les 
régions d’activation. Ces zones intrinsèquement désordonnées leur confèrent une meilleure 
plasticité pour leurs interactions avec différentes éléments cis-régulateurs (Liu, Perumal et 
al. 2006). Il existe plusieurs techniques permettant de modéliser la structure 
tridimensionnelle d’une protéine, la plus connue étant la modélisation par homologie. Cette 
méthode consiste à utiliser les structures tridimensionnelles résolues de protéines 
homologues comme modèle pour la structure tertiaire de la protéine d’intérêt. Cependant 
une seule protéine GRAS dispose d’une structure 3D aujourd’hui, mais sa séquence présente 
si peu de similarité (28%) avec la protéine SHR qu’elle ne peut être utilisée comme modèle. 
La technique ab initio donne la structure 3D d’une protéine à partir des informations 
contenues dans la séquence d’acides aminés. Le serveur en libre accès Robetta donne accès 
à ces structures 3D (http://robetta.bakerlab.org/). Cependant le temps d’attente s’est avéré 
trop long, et aucune structure n’a pu être obtenue à temps pour être présentée dans ce 
manuscrit. Ni la modélisation par homologie, ni la technique ab initio n’ont permis de 
modéliser la protéine SHR1. Néanmoins, la structure secondaire de la protéine est 
facilement modélisable. De nombreux logiciels en libre-service permettent de faire une 
prédiction de ces structures, basée sur la probabilité qu’un enchainement d’acides aminés se 
retrouve dans une hélice α, un feuillet β ou un repliement. Nous avons pu avoir accès à une 
prédiction de structure secondaire pour la protéine SHR1 grâce au logiciel psired 
(http://bioinf.cs.ucl.ac.uk/psipred/) (Figure 35). 
 
 
 Fonctions des domaines GRAS de la protéine 
Afin d’évaluer l’impact des mutations au niveau structurel et fonctionnel de la 
protéine, nous nous sommes penchés dans un premier temps sur les propriétés 
fonctionnelles du domaine GRAS, où sont localisées les mutations. Celui-ci est constitué de 
plusieurs sous-domaines très conservés entre les membres de la famille GRAS (Bolle 2004). 
Une étude réalisée sur Arabidopsis thaliana a mis en évidence des propriétés spécifiques  
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Figure 35 : Prédiction des structures secondaires de la protéine OsSHR1 
(http://bioinf.cs.ucl.ac.uk/psipred/). Positionnement des mutations ponctuelles des lignées 
TILLING dans les zones de repliements. 
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pour chacun d’entre eux, dépendantes de quelques résidus dans chacun des domaines 
(Gallagher and Benfey 2009). Sachant que les similarités de séquences s’élèvent à plus de 
50% entre les protéines de riz et d’AtSHR, on peut supposer une conservation de ces 
propriétés. Les domaines Leucine Heptad Repeat (LHR), tel que leur nom l’indique, 
comportent beaucoup de leucines. Chez A.thaliana ces domaines sont impliqués dans la 
mobilité de la protéine. La modification du motif LNELDV en position 341 par un motif poly-
alanine AAA engendre une réduction de la localisation nucléaire de la protéine et une 
absence de son mouvement jusqu’à l’endoderme. Les leucines de ce motif sont conservées 
chez le riz en position 398 et 401 pour SHR1 et 402 et 405 pour SHR2 (Annexe 12). Les 
domaines VHIID et PFYRE ont été identifiés comme impliqués dans le mouvement et 
l’activité de la protéine SHR. En effet, la délétion de ces domaines entraine la perte de 
mobilité de la protéine. De plus, la thréonine du domaine VHIID située en position 289 est 
nécessaire à son activité. Cette propriété est conservée chez le riz, puisque la mutation de 
cette thréonine située en position 344 chez SHR1 et 351 pour SHR2 (Annexe 12) entraine le 
même résultat que chez A.thaliana, à savoir une perte de mobilité de la protéine et une 
perte de sa localisation nucléaire (Wu, Lee et al. 2014). Le domaine SAW et la zone 
spécifique située en N-terminale participent à la stabilité de la protéine. Les mutations 
ponctuelles présentes chez les lignées TILLING pourraient donc perturber cette stabilité en 
introduisant des acides aminés aux propriétés chimiques différentes, rendant plus difficile 
son changement de conformation repliée à dénaturée (Shoichet, Baase et al. 1995). 
 
 Effets des mutations TILLING sur la protéine 
Nous avons pu localiser les mutations ponctuelles des lignées TILLING dans les 
différents motifs. Ces mutations se situent toutes au niveau de zones de repliement dans le 
domaine GRAS, exceptée la mutation G175D de la lignée 403 336 qui est localisée dans la 
partie spécifique et désordonnée de la protéine (Figure 35). Ne disposant pas de structure 
3D de la protéine SHR1, il nous est impossible d’estimer l’impact de ces mutations sur son 
repliement tridimensionnel. Cependant il existe des outils permettant d’estimer les 
modifications de la stabilité d’une protéine présentant des mutations ponctuelles, tel que 
l’INPS (Impact of Non-synonymous mutation on Protein Stability) (Fariselli, Martelli et al. 
2015). Cet outil permet d’évaluer l’impact de mutations ponctuelles sur des protéines sans 
structure 3D en estimant la perte ou le gain d’énergie libre (enthalpie) généré par la 
modification d’un acide aminé. Les trois mutations ponctuelles situées dans le domaine LHR2 
entrainent une augmentation de la stabilité, avec un gain d’enthalpie respective de 0,94 
kcal/mol ; 0,29 kcal/mol et 0,63 kcal/mol ; tandis que la lignée 404 874, présentant une 
mutation située dans le domaine VHIID, engendre une baisse de stabilité avec une 
diminution de 0.23 kcal/mol de l’enthalpie. Quant à la mutation dans le domaine spécifique, 
elle n’engendre quasi aucune différence de stabilité, avec une diminution de 0.04 kcal/mol. 
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Figure 36 : Chromatogramme de deux individus de la lignée TILLING 404 288. La mutation 
est visible en position 1166 où la tyrosine est substituée par une cystéine. 
(a) Individu ségrégant nul où aucune substitution n’est repérée 
(b) Individu homozygote où on voit bien la tyrosine qui a remplacé une cystéine 
Tableau 6 : Critères de phénotypage en serre des lignées TILLING  
Phénotype aérien Phénotype racinaire 
Taille de la plante Masse racinaire (échelle de 0 à 2) 
0 : système racinaire très réduit  
1 : système racinaire normal (WT) 
2 : système racinaire très développé 
3 : Système racinaire en touffe 
Longueur de la tige 
Nombre de talles 
Longueur de la panicule 
Enroulement des feuilles 
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Les perturbations provoquées par les mutations ponctuelles sont faibles, mais cela ne 
signifie pas pour autant qu’elles sont sans effet. C’est la raison pour laquelle nous avons 
effectué un phénotypage de ces lignées, afin d’identifier l’impact de ces mutations sur le 
développement de la plante et sur l’anatomie racinaire. 
II.1.2 Vérification des mutations par séquençage 
 
La première étape a été de vérifier par séquencage la présence des mutations 
indiquées par l’UC Davis. Ceci a été réalisé sur les plantes de la génération T1. Pour chacune 
des lignées nous avons identifié des plantes homozygotes (Ho), hétérozygotes (He) et des 
plantes ne portant pas la mutation, appelées ségrégant nul (SN). Des couples de primers ont 
été identifiés de part et d’autre de chacune des mutations, afin de pouvoir séquencer les 
amplicons et de vérifier la présence de la mutation. Nous avons confirmé les mutations et 
identifié au moins 3 individus homozygotes par lignée ainsi que des ségrégants nuls (SN) 
(Figure 36).  
II.1.3 Phénotypage des lignées TILLING  
 
Les plantes en génération T1 ont été phénotypées en serre selon les critères décrits 
dans le Tableau 6. Aucun phénotype aérien ou racinaire particulier n’a été remarqué. Afin 
d’effectuer un phénotypage plus poussé de chaque lignée TILLING, un protocole 
expérimental décrit dans le Matériel et Méthode (cf. p.204) a été mis en place sur la 
descendance des individus homozygotes et ségrégants nuls identifiés au séquençage : un 
suivi de croissance et un phénotypage microscopique racinaire ont été réalisés sur les 
plantules. A partir de ces données nous avons voulu savoir si les mutations ponctuelles 
avaient des effets sur le développement racinaire (croissance et/ou anatomie). Nous avons 
donc comparé les résultats obtenus entre les individus mutés à l’état homozygote et leurs 
ségrégants nuls. Cependant, l’application d’un agent mutagène, tel que c’est pratiqué dans 
la production de lignées TILLING, engendre des mutations partout dans le génome. Il est 
donc important de vérifier que les effets observés chez les lignées TILLING SHR1 soient bien 
dus aux mutations ponctuelles étudiées et non aux autres mutations. Pour ce faire, nous 
avons aussi comparé, pour chacun des paramètres établis, des SN de chaque lignée avec la 
variété sauvage Nipponbare. Dans la suite de cette étude, nous désignérons par effet 
« TILLING », les phénotypes engendrés par des mutations autres que celles présentes dans 
SHR1 (toutes les mutations dans le génome provoquées par le traitement à l’agent 
mutagène), par opposition à l’effet « mutation » qui correspond aux mutations ponctuelles 
des cinq lignées analysées dans le gène SHR1.  
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Figure 37 : Graphique de comparaison des croissances foliaires et racinaires 
Croissances foliaire (a) et racinaire (b) entre les individus 402385 Ho et WT. Les individus Ho 
ont une croissance foliaire accélérée dès le 3ème jour de culture. 
 
Tableau 7 : Liste des paramètres pour le phénotypage racinaire des lignées TILLING 
lignée échantillon 
Nombre de 
cellules 
d'endoderme 
Nombre de 
cellules d'Inner-
Cortex 
Nombre de 
divisions 
périclinales 
de 
l'endoderme 
Nombre de 
divisions 
anticlinales de 
l'endoderme 
Nombre de 
divisions 
anticlinales de 
l'Inner-cortex 
NCE NCIC NDPE NDAE NDAIC 
A 
Ho           
SN           
NB           
 
Tableau 8 : Effets des mutations ponctuelles des lignées TILLING sur les paramètres 
anatomiques. (test Newman et Keuls, n=30, α=0.05%) 
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 Seule la mutation G 1168 A à un effet sur la croissance aérienne des plantules 
Les mesures de croissances foliaire et racinaire de chaque lignée ont été comparées 
entre les individus homozygotes et leurs ségrégant nuls. Un script sur le logiciel R a été 
réalisé pour analyser les suivis de croissance. Ce script calcule les moyennes des croissances 
quotidiennes pour les individus Ho d’une lignée, leurs SN mais aussi pour Nipponbare (utilisé 
comme témoin), et illustre les résultats sous forme graphique. Pour conclure, nous avons 
remarqué que seule la lignée 402 385 (mutation ponctuelle G 1168 A) présentait une 
différence significative de croissance : les individus Ho ont une croissance foliaire plus rapide 
que leur SN (lui-même ayant une croissance semblable à celle de Nipponbare) (Figure 37). 
Cependant cette tendance disparait à l’âge adulte, pour lequel aucune lignée ne se distingue 
par sa taille.  
 
 Seules les lignées 405 566 et 402 385 présentent des modifications de leurs 
anatomies racinaires 
Le phénotypage de l’anatomie racinaire a été réalisé pour l’ensemble des coupes selon 
les critères décrits dans le Tableau 7. Suite à ces résultats nous avons effectué des tests 
statistiques pour mettre en évidence de potentiels effets mutations. Nous avons dans un 
premier temps réalisé un test ANOVA (analyse de variances) entre deux jeux de populations : 
d’abord entre les individus Ho et leur SN pour mettre en évidence l’effet des mutations 
ponctuelles (effet mutation), et aussi entre les SN et Nipponbare, pour mettre en évidence 
des effets dus à des mutations non liées aux mutations ponctuelles dans SHR1 (effet 
« TILLING »). Ces résultats ont été suivis par un test de comparaison multiple (test de 
Newman et Keuls), qui permet d’identifier pour chacun des critères quelles sont les 
populations qui présentent des différences significatives (seuil de 0.05%). Pour compléter 
l’analyse, la technique des contrastes a été utilisée afin de comparer l’ensemble des lignées 
TILLING pour tous les paramètres. Les tests statistiques ont réalisés à l’aide du logiciel SAS 
(Etats-Unis). 
Le test ANOVA a permis de mettre en évidence des différences significatives entres les 
lignées pour deux paramètres, qui sont le nombre de cellules d’endoderme (NCE) et le 
nombre de divisions anticlinales de la couche d’inner-cortex (NCAIC). Les tests 
complémentaires de Newman et Keuls et des contrastes ont permis d’identifier les lignées 
TILLING pour lesquelles les mutations ponctuelles provoquaient des effets significatifs 
(Tableau 8). En effet, le NDAIC est multiplié par 2.3 chez les individus portant la mutation G 
1169 A (lignée 405 566) (Figure 38), et le NCE est diminué de 5% chez la lignée mutée 
402 385 (mutation G 1168 A). Afin de vérifier que les modifications anatomiques observées 
étaient bien dues aux mutations ponctuelles dans la protéine SHR1 et non à d’autres 
mutations dans le génome (provoquées par la mutagénèse), nous avons analysé l’effet 
TILLING pour chacune de ces lignées. En comparant les SN de chaque lignée avec la variété 
sauvage Nipponbare pour tous paramètres anatomiques, il s’est avéré que l’application de 
l’agent mutagène entrainait des modifications dans la plante indépendamment de la 
mutation : le NCE, et le nombre de cellules d’inner-cortex (NCIC) est augmenté chez la lignée  
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Figure 38 : Augmentation du NDAIC provoqué par la mutation ponctuelle G 1169 A chez la 
lignée 405 566.  
(a) photo en autofluorescence d’une plante Ho de la lignée 40556 avec une NDAC. Barre 
=25µm 
(b) test de Newman et Keuls pour le critère NDAC (moyenne de la fréquence d’apparition de 
NDAIC en fonction des lignées, n=30 pour chaque lignée, α=0.05%) 
 
 
Tableau 9 : Effets de la mutagénèse sur les lignées TILLING, pour différents paramètres 
anatomiques. (test Newman et Keuls, n=30, α=0.05%) 
 
 
  
0
0,1
0,2
0,3
0,4
0,5
0,6
0,7
Nombre de divisions anticlinales de 
l'inner-cortex pour les lignées TILLING 
(b) 
*** 
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402 385 et diminué chez la lignée 404 874. Le NDPE est multiplié par 3 chez la lignée 
404 288, comparé à Nipponbare. Pour cette lignée, ne disposant pas de SN, les comparaisons 
sont effectuées entre les Ho et la variété sauvage, et de ce fait, l’effet de la mutation dans 
SHR1 est difficilement interprétable (Tableau 9). 
II.1.4 Conclusion  
 
 Deux mutations pour un même acide aminé engendrent deux phénotypes 
différents 
La comparaison entre les individus Ho et leurs SN ont permis de mettre en évidence que 
deux des mutations ponctuelles dans SHR1 engendraient des modifications anatomiques 
significatives de la racine. Ces deux mutations touchent le même acide aminé. La lignée 405 
566 présente une mutation de la glycine en glutamate (mutation nucléotidique G 1169 A), 
tandis que la lignée 402 385 présente une mutation de cette même glycine en arginine 
(mutation nucléotidique G 1168 A). La glycine mutée est localisée dans le domaine GRAS 
conservé de la protéine SHR1, au niveau du domaine LHR2. Selon le changement de l’acide 
aminé, les répercussions sur l’anatomie racinaire de la plante varient. En effet, le 
changement en glutamate (chez la lignée 405 566), qui est un petit acide polaire négatif 
ayant la capacité de mimer une phosphorylation, provoque l’augmentation des NDAC ; alors 
que l’arginine (lignée 402 385), le plus basique des acides aminés polaire et chargé 
positivement, engendre la diminution des NCE. Ainsi, deux mutations d’un même acide 
aminé engendrent des effets totalement différents. La mutation se situe en position 390 de 
la séquence protéique et se trouve au niveau d’une zone de repliement entre deux feuillets 
(Figure 30). La protéine SHR1 étant à structure désordonnée (cf. II.1.1), elle n’a pas de 
structure 3D stable. Nous ne pouvons donc pas anticiper ni évaluer les modifications 
structurelles engendrées par les nouveaux acides aminés formés. 
 
 Les phénotypes observés ne sont pas seulement dus aux mutations ponctuelles 
Des effets TILLING ont été identifiés pour les deux lignées 402 385 et 404 874. Cela 
signifie que l’application de l’agent mutagène a provoqué d’autres mutations dans le 
génome que celles étudiées, et qu’elles engendrent aussi des conséquences sur l’anatomie 
racinaire. Dans le cas où l’effet TILLING et l’effet mutation ponctuelle n’engendrent pas les 
même phénotypes, on peut considérer la mutation ponctuelle comme entièrement 
responsable du phénotype observé. Dans le cas inverse où les deux effets produisent le 
même phénotype, et même si les modifications sont statistiquement significatives, les 
interprétations sont plus délicates, et nécessiteraient des analyses supplémentaires. 
Dans la lignée 402 385 nous avons remarqué un effet TILLING : les SN (individus ne 
portant plus la mutation ponctuelle) présentent plus de cellules d’endoderme et de cortex 
qu’une plante n’ayant subi aucun traitement. Cela signifie donc que le traitement à lui seul a 
eu un effet. Cet effet TILLING produit l’effet inverse de la mutation ponctuelle, puisque cette  
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dernière engendre une diminution du nombre de cellules d’endoderme chez les individus 
Ho. Nous pouvons donc conclure que la mutation ponctuelle G 1168 A est bien responsable 
du phénotype observé (diminution des NCE). La glycine en position 1168 serait donc 
impliquée dans la régulation des divisions des cellules endodermales. 
La lignée 404 874 ne présente aucune différence statistique entre les Ho et les SN (pas 
d’effet de la mutation ponctuelle), cependant il y a effet TILLING notable, puisque les SN 
présentent une diminution significative du nombre de cellules d’endoderme (NCE) et de 
cortex (NCIC). En revanche aucun impact n’a été observé pour le nombre de divisions 
anticlinales de ces deux couches. Le traitement a donc engendré d’autres mutations 
responsables de ce phénotype, qui pourrait être dû à une diminution du nombre de divisions 
des initiales à l’origine des différentes couches. 
 
 L’analyse des lignées TILLING fournissent des informations quant au rôle de SHR1 
dans la mise en place des tissus racinaire 
 A ce stade ces résultats semblent confirmer que la protéine SHR1 aurait un rôle dans 
l’établissement des tissus racinaires : deux mutations ponctuelles dans le domaine conservé 
perturbent leurs organisations.  
La mutation G 1168 A (lignée 402 385) diminue le nombre de cellules d’endoderme. 
Cette diminution du nombre de cellules d’endoderme pourrait provenir d’une baisse du 
nombre de divisions anticlinales des cellules endodermales ou d’une baisse d’activité de 
l’initiale. Cependant aucune diminution significative des divisions anticlinales de 
l’endoderme, ou du nombre de cellules du cortex n’a été observée. On peut donc faire 
l’hypothèse que cette mutation inhiberait les divisions anticlinales précoce de l’endoderme. 
En revanche, la mutation G 1169 A (lignée 405 566) augmente les divisions anticlinales 
anormales de la dernière couche de cortex. Aucune autre modification n’a été observée 
dans cette lignée. Cette glycine pourrait être impliquée également dans la régulation des 
divisions tardives du cortex. 
 
 Perspectives  
Pour confirmer le lien entre les mutations dans le gène SHR1 et les phénotypes 
microscopiques observés, il est nécessaire de poursuivre l’analyse de ces lignées. Tout 
d’abord il faudrait identifier la nature de ces mutations, autrement dit savoir s’il s’agit de 
mutations récessives ou dominantes. Il sera donc nécessaire d’effectuer des croisements 
entre les individus Ho et des plantes sauvages. Si le phénotype de la génération T1 présente 
le même que celui du parent Ho alors la mutation est dominante, si non alors il s’agit d’une 
mutation récessive. De plus, ces rétrocroisements permettraient également de nettoyer le 
fond génétique de ces lignées et donc de diminuer les effets TILLING. 
Suite à cela, il reste à prouver que le phénotype observé est bien dû à la mutation 
ponctuelle dans le gène. Plusieurs techniques sont envisageables : 
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- Une complémentation de ces lignées avec le gène SHR1. Si le phénotype sauvage est 
restauré alors la mutation ponctuelle était bien responsable du phénotype.  
- Une technique plus rapide et plus riche en informations serait de croiser deux 
individus Ho des lignées 405 566 et 402 385 ensemble. Au stade F1, si un phénotype  
sauvage est observé alors aucune de ces deux mutations n’est responsable du 
phénotype qui lui était attribué. Dans le cas où les deux mutations sont de même 
nature (dominante ou récessive), si un seul des phénotypes est observé alors seule la 
mutation représentée serait bien responsable du phénotype. Si les deux phénotypes 
sont observés alors il y aurait un effet additif et la preuve d’une corrélation entre les 
phénotypes et les mutations.  
Une autre piste à poursuivre dans l’étude de ces TILLING serait de comparer les 
localisations des protéines SHR1 par immunolocalisation entre les plantes mutées et les SN, 
de façon à savoir si la mutation pourrait perturber l’adressage ou la mobilité de la protéine. 
En effet, on sait que chez A. thaliana la mutation de la thréonine en isoleucine en position 
189 inhibe la localisation nucléaire de la protéine et abolit sa mobilité (Gallagher, Paquette 
et al. 2004).  
Les effets de ces mutations sont faibles, et ne nous permettent pas à ce stade de 
conclure quant à la fonction de SHR1. Ces résultats viendront en compléments de ceux 
obtenus lors de l’analyse des mutants perte de fonction. Néanmoins, il semble que SHR1 soit 
impliqué dans le contrôle des divisions radiales de l’endoderme et anticlinales du cortex. Ces 
effets subtils pourraient être causés par une mobilité affectée de SHR1. 
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Figure 38 : Schéma du processus d’interférence à ARN, avec le procédé de dégradation de 
l’ARNm après reconnaissance par le complexe RISC. (Singhania, Khairuddin et al. 2012) 
 
Figure 39 : Position des transgènes RNAi sur les gènes SHR 
L’ARNdb commun se situe en fin de séquence codante pour les deux gènes SHR (rouge), et 
l’ARNdb spécifique est situé dans le 3’UTR pour SHR1 (vert). 
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III. 2 Lignées transgéniques perte de fonction (Knock-down et Knock-out) 
 
Le criblage de la population TILLING a permis de mettre en évidence des phénotypes 
faibles causés par des mutations ponctuelles dans le domaine conservé de la protéine SHR1. 
Cependant, aucun mutant perte de fonction n’a été obtenu par cette technique. Nous avons 
cherché à produire des lignées transgéniques perte de fonction en utilisant des techniques 
alternatives.  
III.2.1 Technique de l’interférence ARN 
 
La génération de mutants RNAi est un processus utilisé pour créer des mutants 
d’expression « knock-down » (Hamilton and Baulcombe 1999; Singhania, Khairuddin et al. 
2012) (Figure 38). Cette technique a été mise en place au laboratoire dans les années 2000, 
et appliquée aux gènes OsSHR1 et OsSHR2 par JC Breitler. Ce dernier a créé des lignées RNAi 
pour les gènes OsSHR1, OsSHR2 ainsi qu’une lignée ciblant les deux gènes en même temps, 
dont la caractérisation a été effectuée au début de cette thèse. 
 
 Identification des séquences cibles 
Plusieurs zones spécifiques de 150 pb à 180 pb ont été choisies pour les gènes SHR. Une 
séquence commune aux deux gènes a été sélectionnée, située à la fin de la séquence 
codante (proche du 5’UTR), et une deuxième séquence spécifique à OsSHR1 uniquement 
(dans le 3’UTR du gène) (Figure 39). Suite à la transformation génétique, très peu de plantes 
ont été générées et les survivantes ont présenté des problèmes de stérilité. C’est la raison 
pour laquelle peu de lignées ont pu être analysées.  
 
 Aucun phénotype n’a été observé chez les mutants RNAi 
Sur les plantes générées, seulement quatre lignées présentaient un stock de graines 
suffisant permettant de faire des analyses. Sur ces quatre lignées, deux correspondaient à la 
cible commune OsSHR1/2, et deux à la cible unique OsSHR1. Les plantes ont été 
phénotypées en génération T1 à la serre selon les mêmes critères que ceux établis pour 
l’analyse des lignées TILLING (Tableau 5). Un phénotypage racinaire des plantules âgées de 6 
jours en génération T2 a également été effectué. Aucun phénotype (macroscopique ou 
microscopique) n’a été relevé pour les lignées analysées. 
Afin de savoir si l’interférence ARN avait fonctionné dans ces plantes, nous avons étudié le 
niveau d’expression des deux gènes SHR dans chacune de ces plantes par qRT-PCR. Les 
primers spécifiques des gènes, localisés dans les parties 3’UTR ont été utilisés, et n’ont mis 
en évidence aucune modification d’expression (Figure 40). Les plantes régénérées ont donc 
un phénotype racinaire sauvage et un niveau d’expression des gènes SHR semblable à 
Nipponbare. Il est donc possible que les plantes dont le niveau d’expression était affecté par 
la présence du RNAi n’aient pas pu régénérer. Cela pourrait expliquer aussi le faible nombre 
de plantes obtenues.  
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Figure 40 : Analyse des niveaux d’expression des gènes endogènes OsSHR1 et OsSHR2 par 
qRT-PCR sur les échantillons des trois lignées mutants RNAi (cible SHR1, cible commune 
SHR1 & SHR2, cible SHR2) (n=2 répétitions) 
(a) Niveau d’expression invarié d’OsSHR1 chez les lignées RNAi. 
(b) Niveau d’expression invarié d’OsSHR2 chez les lignées RNAi. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 41 : Schéma de la liaison à l’ADN d’un TALEN  
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II.2.2 Technologie TALEN 
 
La technique des ARN interférents n’ayant pas fourni de mutant présentant de baisse 
voire d’extinction de l’expression des gènes SHR, nous avons opté pour la technologie TALEN 
(Transcription activator-like effector nuclease). Cette technologie récente permet de 
modifier le génome au niveau de zones spécifiques. Elle est dérivée d’un mécanisme 
d’infection du riz par la bactérie Xanthomonas sp. Cette bactérie est capable de sécréter des 
effecteurs de pathogénicité appelé les Transcription Activator Like (TAL) dans les cellules de 
la plante infectée. La technologie des TALEN s’inspire de ce mécanisme avec la présence 
d’un TAL fusionné à une endonucléase engendrant des coupures double brins dans l’ADN 
appelée la Fok I (Figure 41). Cette enzyme artificielle (domaine de liaison couplé à une 
endonucléase) a donc la capacité de cliver l’ADN au niveau d’une séquence spécifique et 
d’engendrer un mécanisme de réparation de l’ADN par jonction d'extrémités non-
homologues (Non-Homologue End-Joining, NHEJ). La réparation des cassures de type NHEJ 
ligue entre eux les deux doubles brins libres d’ADN, en causant des erreurs dans le génome 
par le biais de délétions ou d’insertion de quelques bases, entrainant la modification du 
génome.  
 
 Réalisation de deux constructions TALEN dirigés contre les gènes SHR 
L’endonucléase Fok I possède deux domaines qui fonctionnent sous forme de dimère. Il 
est donc nécessaire d’utiliser deux constructions avec des domaines de liaison à l'ADN 
dirigés contre des sites du génome présentant des orientations tête-bêche et un 
espacement correct. Le nombre d'acides-aminés entre le domaine TAL et le domaine Fok1 
ainsi que le nombre de bases entre les deux sites de liaison sur le génome sont des 
paramètres importants pour assurer une bonne activité de l'enzyme chimérique.  
Des TALENs « droit » (TALEN d) et « gauche » (TALEN g) ont été dessinés pour les gènes 
OsSHR1 et OsSHR2. Les sites de reconnaissance des TALENs sont situés à proximité de l’ATG 
de façon à augmenter les chances d’obtenir une protéine tronquée et donc d’avoir des 
plantes mutantes perte de fonction (Knock-out, KO) (Figure 42). Les TALEN ont été 
synthétisés par l’entreprise Cellectis dans le cadre d’une collaboration (Projet GENIUS) puis 
sous clonés dans des vecteurs binaires de destination (pC5300 TALEN). Deux types de 
vecteurs ont été testés, un vecteur qui, en plus de sa propre cassette, contient les deux 
cassettes des TALENs « droit » et « gauche », ayant chacune un promoteur 35S fusionné à la 
séquence TAL ciblant chaque séquence SHR, et une nucléase humaine FokI. Le deuxième 
type de vecteur contient un promoteur unique pCSMV et une fusion des deux TALEN droit et 
gauche séparé par un peptide viral T2A qui permet, à partir de la transcription d’un seul 
ARN, d’obtenir par « ribosome skipping » la production de deux peptides (TALENg et 
TALENd) sous le contrôle du même promoteur. La transformation des plantes a eu lieu en 
mai 2014. Les plantes générées ont été phénotypées et analysées par séquençage afin de 
détecter d’éventuelles mutations.  
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Figure 42 : Design de la zone TALEN spécifique pour OsSHR1, située juste après l’ATG. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 43 : Fréquence de régénération des cals transformés avec le vecteur TALEN. 
Avec comme effectifs 28 plantes pour la lignée contrôle, 26 pour la lignée SHR1 et 96 pour la 
lignée SHR2. Les cals contenant le vecteur vide (contrôle) présentent une régénération de 
68.6% (n=159), tandis que le construit TALEN OsSHR1 seulement 32.6% (n=79) et 80% pour 
le construit TALEN OsSHR2 (n=160).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 44 : Phénotypes des lignées TALEN 
(a) phénotype monotalle, et quasi mono-racine, existant chez les lignées TALEN OsSHR1&2 
(b) phénotype « Wild-type », existant chez les lignées TALEN OsSHR1&2 
(c) lignée contrôle avec le phénotype « Wild-type »  
(a) (b) (c) 
contrôle TALEN OsSHR1 TALEN OsSHR2 
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 Suivi de la régénération des plantes TALEN 
Lors du suivi des cals transformés, nous nous sommes aperçus que les cals TALEN-SHR1 
régénéraient beaucoup moins bien que les autres construits TALEN. Sur 163 cals initiaux 
pour les TALEN-SHR2 et 86 pour les TALEN-SHR1, 159 (68% des cals) et 26 (30%) 
respectivement ont régénérés des plantes (Figure 43). En effet, les cals TALEN-SHR1 
semblaient bloqués au stade de régénération, avant l’étape de verdissement. Les cals 
brunissent et meurent rapidement. Ce problème de régénération diffère de celui observé 
chez les lignées surexpresseurs, pour lesquelles les cals restent bloquées au stade 
verdissement. Nous avons donc supposé que l’introduction du TALEN ciblant SHR1 avait un 
effet délétère. Les plantes régénérées seraient donc des plantes pour lesquelles le TALEN ne 
s’exprimerait pas ou peu, ou bien il s’agirait de plantes non transformées. Ces résultats 
suggèrent également que SHR1 et SHR2 n’aie pas la même importance lors de la 
régénération, hypothèse déjà émise à la suite de l’analyse de la régénération des 
surexpresseurs.  
 
 Génotypage et phénotypage des lignées TALEN 
A partir d’extraction ADN des plantes en tube, nous avons dans un premier temps 
confirmé la présence du transgène par qPCR. Les plantes dont la présence du transgène a 
été validée (mono ou deux copies) ont été analysées par séquençage afin de vérifier la 
présence d’une coupure de l’ADN dans la zone cible. Pour cela, des primers ont été dessinés 
de part et d’autre de la zone spécifique, et l’amplicon a été séquencé. Aucune coupure n’a 
été observée sur les amplicons séquencés pour toutes ces lignées: l’ADN est donc intact. 
 Le TALEN-SHR1 a cependant un effet sur la régénération (taux limité à 32.6%). Ce 
résultat suggère que le TALEN puisse avoir un effet au niveau des cals, en inhibant la 
transcription ou la traduction de SHR. L’absence du gène ou de sa protéine empêcherait 
alors toute régénération. Ceci va dans le sens de l’hypothèse émise précédemment qui 
stipule que ces plantes soient des « échappées », autrement dit il s’agirait de plantes n’ayant 
subi aucune modification de l’expression de SHR1, ni de mutation au niveau de la séquence 
correspondante. 
Un phénotypage des plantes transformées en tube a également été effectué en parallèle des 
analyses moléculaires. Un phénotype commun aux deux lignées TALEN-SHR1 et TALEN-
SHR2 a été relevé: Pour les deux lignées, environ 15% des plantes présentent un système 
racinaire très réduit avec moins de 5 racines, couplé à un monotalle (Figure 44 a). Les 85 % 
restant s’apparentent à des plantes « Wild-type » (Figure 44 b). Nous savons que les TALEN 
n’ont pas provoqué de coupure dans la séquence cible. Le phénotype observé peut donc 
être dû à la présence du transgène qui aurait un effet au niveau transcriptionnel ou 
traductionnel (même s’il ne coupe pas), mais il peut aussi être causé par la transformation 
génétique en soi. Nous avons donc comparé ces plantes à celles de la lignée contrôle 
(vecteur TALEN sans cible), pour laquelle nous n’avons observé que des phénotypes WT 
(Figure 44 c). Ces résultats signifient donc que la présence du transgène a un effet sur le  
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phénotype sans pour autant engendrer de coupure. Cela pourrait être expliqué par 
l’existence d’un effet transcriptionnel ou post-transcriptionnel de la construction TALEN- 
SHR.  
 
 Pas de contrôle transcriptionnel par les TALEN-SHR  
Afin de mettre en évidence l’existence d’un éventuel contrôle transcriptionnel, nous 
avons regardé l’expression des gènes SHR1 et SHR2 dans les plantes transgéniques par qRT-
PCR. Pour cela, des extractions ARN suivies d’une reverse transcriptase ont été réalisées sur 
les échantillons pour lesquels nous disposions de suffisamment de matériel. Les 
prélèvements ayant été faits sur les plantes en tubes à des stades assez tardifs, les ARN 
extraits présentaient une mauvaise qualité. Seulement 5 plantes pour la lignée TALEN-SHR2 
et 2 pour la lignée SHR1 présentaient des ARN de qualité suffisante pour être analysés. 
L’analyse moléculaire des lignées TALEN est donc loin d’être exhaustive. A l’aide du couple 
de primers spécifiques des gènes localisés dans la 3’UTR, l’expression des gènes SHR de ces 
plantes a pu être quantifiée. Aucune diminution de l’expression n’a été observée chez ces 
échantillons. Cette observation est également valable pour les plantes en génération T1 qui 
ont été analysées au même titre que leurs parents.  
Ces résultats suggèrent donc deux hypothèses quant au fonctionnement du TALEN-SHR1: 
soit ce TALEN aurait pu cibler le gène dans les cals et bloquer leur régénération, ce qui 
expliquerait que les plantes régénérées étudiées ne montrent aucune modification du 
niveau d’expression des gènes SHR, soit il affecterait l’expression d’autres gènes par un effet 
de bord. Nous pouvons seulement conclure qu’aucune mutation dans le gène SHR1 n’a pu 
être observée dans les lignées produites. En ce qui concerne le TALEN SHR2, nous n’avons 
relevé aucun problème de régénération, aucune coupure de la séquence cible ni de 
modification du niveau d’expression du gène. L’hypothèse la plus plausible serait que le 
TALEN SHR2 ne soit pas fonctionnel. D’autres TALEN ciblant d’autres gènes (dans le cadre du 
projet GENIUS) ont montré un taux d’édition très faible, de l’ordre de quelques pourcents de 
plantes mutées. De plus les constructions contiennent le promoteur p35S, qui n’est pas un 
promoteur constitutif optimal chez les monocotylédones. Cette technologie a donc été 
abandonnée au profit de la technologie CRISPR/Cas9.  
 
II.2.3 Technologie CRISPR/Cas 
  
Toujours dans le but d’obtenir des mutants pertes de fonctions, le système 
CRISPR/Cas (Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats / CRISPR Associated 
Protein) a été mis en place. Comme la technologie TALEN, ce système est issu d’un 
mécanisme de défense naturel existant chez les bactéries et archées-bactéries. Il existe 
plusieurs types de couples CRISPR-Cas chez ces organismes. Ils sont caractérisés par leur 
composition en plusieurs protéines capables de cibler et détruire un ADN invasif (S. 
Makarova, H. Haft et al. 2011). La technologie dérivée de ce système naturel conduit à  
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Figure 45: Ciblage génétique des systèmes CRISPR/Cas9  
(https://conditionalknockoutmicemodelservice.wordpress.com/2015/04/10/principles-and-
applications-of-crisprcas9-system/) 
(a) Le système CRISPR/Cas9 : un ARN CRISPR (crRNA) dont la séquence en 5’ est 
complémentaire de l’ADN cible et la séquence 3’ est complémentaire d’un second ARN, 
transactivateur des CRISPRs (tracrRNA).  
(b) Pour simplifier les construits CRISPR/Cas9, le crRNA et tracrRNA ont été remplacés par un 
ARN chimérique simple guide pour la Cas9 (sgRNA). (Jinek, Chylinski et al. 2012) 
 
 
 
Figure 46 : Schéma des zones cibles des CRISPR/Cas9 dans la séquence codante 
(a) Trois zones identifiées comme spécifiques pour le gène OsSHR1, pour lesquelles 3 sgRNA 
ont été clonés. 
(b) Deux zones identifiées comme spécifiques pour le gène OsSHR2, pour lesquelles 2 sgRNA 
ont été clonés. 
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l’édition de génomes. En effet, le système CRISPR-Cas 9 issus de la bactérie Streptococcus 
pyogenes permet la reconnaissance d’une zone spécifique d’ADN par l’intermédiaire d’un 
petit ARN de séquence variable (crRNA) présentant une similarité de séquence (Figure 45 a). 
Un second ARN dit « trans-activateur » (tracrRNA) se lie en partie 3’ de ce crRNA. Le 
complexe formé par le crRNA, le tracrRNA et la nucléase Cas9 reconnait la séquence cible 
d’ADN par l’intermédiaire du crRNA et d’une séquence génomique appelé PAM (Protospacer 
Adjacent Motif). Le complexe ARN-protéine se lie à la séquence ADN reconnue et induit une 
cassure double brin. Cette cassure conduit à la réparation de l’ADN par machinerie cellulaire 
interne, qui est susceptible d’introduire des erreurs dans la séquence en introduisant des 
mutations. Une simplification de ce système a été réalisée par Jinek et al.(Jinek, Chylinski et 
al. 2012) qui repose sur la fusion entre les crRNA et trcrRNA afin de former un ARN 
chimérique appelé ARN guide (single-guide RNA, sgRNA) (Figure 45 b). Ce sgRNA permet de 
guider la protéine Cas9 à la séquence cible d’ADN. Cette technologie est donc plus simple 
d’utilisation puisque l’expression d’une Cas9 de S. pyogenes et d’un sgRNA présentant une 
similarité de la séquence cible en 5’, suffit pour générer une cassure de l’ADN double brin 
spécifique. La fonctionnalité de la technologie CRISPR/Cas9 a été montrée chez A.thaliana 
(Feng, Mao et al. 2014) ainsi que chez le riz en système protoplastes et in planta (Miao, Guo 
et al. 2013) et chez toutes les espèces procaryotes et eucaryotes testées jusqu’à présent 
(Gilbert, Larson et al. 2013). 
 
  Clonage des CRISPR/Cas9 
Afin d’augmenter nos chances d’avoir des mutants perte de fonction pour chacun des 
gènes SHR, nous avons choisi de tester plusieurs sgRNA. Trois cibles différentes ont été 
dessinées pour SHR1 et deux pour SHR2, toutes situées proches de l'ATG (Figure 46). Les 
séquences des sgRNA ont été identifiées à l’aide du logiciel CRISPR-PLANT 
(www.genome.arizona.edu/crispr/CRISPRsearch.html) qui permet de concevoir les 
séquences des sgRNA en fonction des locus et régions prédéfinies. Les travaux de design des 
séquences et de clonage ont été réalisés par A.C Meunier et M. Helsmoortel. Les sgRNA ont 
été construits par clonage Golden Gate à l’aide d’un site Bsa I, puis transférés au moyen 
d’une réaction LR dans le vecteur final pH-Ubi-cas9 (Miao, Guo et al. 2013). Les constructions 
ont d’abord été transformées en protoplastes au printemps 2014 puis en plante en janvier 
2015. Parallèlement à la transformation des sgRNA dirigés contre les gènes SHR, nous avons 
ajouté un contrôle positif de coupure, qui est le sgRNA dirigé contre le gène CAO1 publié 
récemment (Miao, Guo et al. 2013). Un contrôle négatif a également été effectué : le 
vecteur pH-Ubi-cas9 contenant un sgRNA dirigé contre la protéine GUS. Le vecteur vide n’a 
pas pu être inséré directement car il comporte le système ccdB, propre au clonage Gateway, 
qui présente des risques de toxicité pour la bactérie Agrobacterium tumefaciens.  
 
  Régénération homogène des lignées transgéniques CRIPSR/Cas9 
En raison des problèmes de régénération observés pour d’autres construits SHR (lignées 
surexpresseurs, lignées TALEN,…), nous avons suivis de près toutes les étapes de  
134 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 47 : Fréquence de régénération des cals de construits CRIPSR/Cas9 
Les contrôles figurent en noir : contrôle négatif avec un CRISPR/Ca9 sans cible dans la plante 
(GUS) (n=67), et le contrôle positif dirigé contre le gène Cao1 (Miao, Guo et al. 2013) (n=47) ; 
les 3 sgRNA dirigés contre OsSHR1 en gris foncé (n=98, n=17, n=47) et les 2 sgRNA contre 
OsSHR2 en gris clair (n=75, n=79).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 48 : Phénotypage des plantes CRISPR/Cas9 en tube 
(a) Différentes classes phénotypiques des plantes CRISPR SHR en tube comparées aux 
plantes contrôle CRISPR GUS qui présentent un phénotype WT.  
classe A : plante monotalle avec moins de 5 racines ; classe B : plante avec de 2 à 5talles et 
un système racinaire réduit ; classe C : plante avec de 2 à 5talles et un système racinaire 
normal ; classe D : plante avec un phénotype particulier : exemple ici avec un port des talles 
en éventail ; plante morte après le passage en tube. 
(b) Répartition homogène des plantes selon les 5 classes pour l’ensemble des CRISPR SHR1 
et plantes des lignées CRISPR SHR2 en comparaison des plantes contrôle CRISPR GUS 
(crGUS).  
Classe A (appareils aérien réduits) 
 Classe B (WT) 
 
Plantules mortes 
Classe D (autre) 
 
(b) 
(a) 
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transformation et surtout de régénération. Afin de savoir si les transgènes avaient un impact 
sur la régénération des cals, nous avons mesuré leur taux de régénération, qui correspond 
au pourcentage de cals placés sur le milieu de régénération donnant des plantules. Nous 
avons remarqué que les construits CRISPR_SHR présentaient un taux de régénération 
supérieur à 55 % (plus élevé que celui du contrôle), exceptée celui de la lignée CRISPR_SHR1 
n°2 qui était inférieur à 20 %, et pour laquelle seulement 4 plantes ont été obtenues (Figure 
47). Nous avons également remarqué qu’aucun blocage de régénération n’a eu lieu au cours 
de cette transformation génétique. Le suivi hebdomadaire des cals a mis en évidence une 
augmentation progressive du verdissement au cours des semaines de régénération (Annexe 
13). Grâce à ces observations nous pouvons conclure que la présence des transgènes CRISPR 
dans la plante n’impacte pas/ou peu la régénération des cals ; et que, dans l’hypothèse qu’il 
y ait des mutants pertes de fonction pour les gènes SHR1 et SHR2, leur suppression 
n’empêche pas le développement de plantules. 
Apres 5 semaines sur le milieu de régénération RN, les plantules ont été transférées en 
tube, période durant laquelle nous avons effectué un phénotypage. Quatre classes ont été 
établies, ordonnées selon la densité des appareils aériens et racinaires des plantules (Figure 
48 a). Ce phénotypage a permis de mettre en évidence que la proportion de plantules par 
classe était homogène d’un CRISPR à l’autre (Annexe 14), et que nous pouvions donc 
comparer l’ensemble des lignées CRISPR SHR1 à celles des CRISPR SHR2 (Figure 48 b). A ce 
stade de développement, les plantes CRISPR peuvent être regroupées en deux classes 
majeures : la classe A (croissances aérienne et racinaire réduites) avec 25 % des plantes pour 
les CRIPSR SHR1 et 29 % pour les CRIPSR SHR2 et la classe B avec des plantes au phénotype 
WT (59 % et 53 %).  
Ce phénotypage a permis de mettre en évidence que les CRISPR ne semblaient pas avoir 
d’effet sur la régénération des plantes, et que les phénotypes engendrés sont semblables 
entre les deux gènes SHR, contrairement à ce qui a été observé pour les lignées TALEN. 
Avant d’être transférées en serre, un prélèvement foliaire sur chacune des plantules a été 
effectué dans le but de poursuivre les analyses moléculaires, telle que l’identification des 
mutations au niveau des séquences cibles, et le calcul du nombre de copies du CRISPR dans 
la plante.  
 
 Séquençage des lignées CRIPSR/Cas9 : identification d’individus KO 
Les analyses de séquençage ont été réalisées avec l’aide de F. Durandet. Afin d’identifier 
la présence de mutation dans la zone cible des CRISPR/Cas9, nous avons amplifié par PCR la 
zone d’intérêt et séquencé les amplicons. Sur les 115 plantes étudiées (58 pour les 
CRISPR_SHR1 & 57 pour les SHR2) nous en avons identifié 60% présentant des mutations. 
L’étude des chromatogrammes de chaque plante a permis de distinguer les individus 
homozygotes (Ho, 16 %) (Figure 49 a), hétérozygotes (He, 50 %) (Figure 49 b), non-mutantes 
(WT, 18 %) (Figure 49 c) et chimériques (16 %) (Figure 49 d). Ces dernières sont des plantes 
qui présentent un mélange de cellules mutées (avec plusieurs mutations différentes) et des  
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Figure 49 : Séquençage des CRISPR/Cas9 : identification d’individus WT, Ho, He et 
chimérique. Les mutations sont encadrées en noir et le PAM est entouré en rouge. 
(a) chromatogramme d’un individu WT 
(b) chromatogramme d’un individu Ho avec une insertion d’une Thymine juste avant le PAM. 
(c) chromatogramme d’un individu He biallélique avec une insertion sur un brin d’une 
Thymine juste avant le PAM, et sur l’autre brin de deux Adénine trois bases en amont. 
(d) chromatogramme d’un individu chimérique pour lequel plusieurs chromatogrammes se 
supposent, correspondant à un mix de cellules portant différentes mutations dans la même 
plante.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 50 : Répartition des mutations observées dans les lignées CRISPR/Cas9 SHR 
(CRISPR SHR1 n= 58 plantes, CRISPR SHR2 n=57 plantes)  
(a) 
(b) 
(c) 
(d) 
% Plantes Homozygotes 
 
% Plantes Hétérozygotes 
 
% Plantes WT 
 % Plantes chimériques 
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cellules non mutées. Sur l’ensemble des plantes hétérozygotes, 90% d’entre elles présentent 
des hétérozygoties bialléliques, ce qui signifie que les deux brins homologues portent des 
mutations différentes. Plusieurs types de mutations ont été engendrés par le mécanisme de  
réparation de l’ADN, telle que des insertions, des délétions et des insertions-délétions. Les 
plantes homozygotes présentent des insertions ou délétion proches de la zone de coupure 
de la Cas9, c’est-à-dire 3 nucléotides avant le Protospacer Adjacent Motif (PAM) qui 
correspond à la zone de reconnaissance/fixation de l’endonucléase Cas9 sur l’ADN. Pour les 
deux gènes SHR1 et SHR2, la technologie CRIPSR a engendré des individus KO indépendants.  
Les plantes CRISPR générées présentent un niveau élevé d’hétérozygotie avec 57 % des 
plantes pour CRISPR_SHR1 et 41 % pour les CRISPR_SHR2. Des mutants homozygotes sont 
retrouvés pour les deux lignées, représentant 21 % de plantes CRISPR_SHR1 et 10% des 
CRISPR_SHR2 (Figure 50). Les mutations homozygotes sont principalement des insertions 
d’un nucléotide à proximité des zones de coupure de l’endonucléase, mais un cas de 
délétion a également été repéré chez les Ho_CRISPR SHR2. En effet, les 12 mutations des 
Ho_CRISPR SHR1 présentent une insertion. Onze d’entre elles sont identiques et localisées 
dans le PAM du sgRNA n°1, tandis que la 12ème se situe plus loin dans la séquence, au niveau 
du PAM du sgRNA n°3 (Figure 51 a). Chez les Ho_CRISPR SHR2, on retrouve 5 insertions 
proches du PAM et une délétion de 4 nucléotides (Figure 51 b). Ces mutations engendrent 
un décalage dans le cadre de lecture et l’apparition d’un codon stop prématuré. Les 
protéines générées sont ainsi beaucoup plus courtes que la protéine initiale, avec une 
séquence peptidique inférieure à 100 acides aminés. Les protéines formées n’ont donc plus 
de domaine GRAS. On retrouve deux types de protéines générées chez les plantes 
Ho_CRISPR SHR1, longues de 5 ou 99 acides aminés selon les mutations, comparé à 601 pour 
la protéine SHR1 (Figure 52 a, Annexe 15). Six protéines sont produites chez les Ho_CRISPR 
SHR2, dont 5 très courtes (8 acides aminés) une de 99 acide aminés, contre 603 pour SHR2 
(Figure 52 b, Annexe 15). 
La technique CRISPR/Cas9 a donc permis de produire, dès la première génération, des 
mutants homozygotes et des KO, pour lesquels nous disposons de plusieurs lignées 
indépendantes pour chacun des gènes. Cependant, il est important de souligner que ces 
mutations peuvent être somatiques et il convient de confirmer sur la génération suivante la 
présence de mutations homozygotes. De plus, il est théoriquement possible que 
l’endonucléase CAS9 continue à couper l’ADN si elle est toujours capable de reconnaitre la 
séquence cible, si celle-ci est restée intacte. Il est donc possible que des plantes dite WT ou 
hétérozygote aient un profil différent dans la génération suivante. Dans la suite de cette 
étude, nous allons restreindre nos analyses aux mutants homozygotes. Des qPCR ont 
également été effectuées sur ces échantillons afin d’évaluer le nombre de copie du 
transgène dans la plante. Nous avons donc pu identifier trois individus Ho et WT mono ou bi-
copies par gène, qui feront l’objet des analyses plus poussées en génération T1 (analyse de 
l’anatomie racinaire).  
  
138 
 
 
Figure 51 : alignement des séquences nucléotidiques des mutants homozygotes CRISPR 
SHR.  
Les alignements des séquences nucléotidiques sont réalisés sur l’interface Multialin 
(http://multalin.toulouse.inra.fr/multalin/).  
(a) Les mutant homozygotes des lignées CRISPR_SHR1 sgRNAn° 1 et sgRNA n°3 présentent 
des insertions juste avant les séquences de reconnaissance AGG par l’endonucléase 
(encadrement noir). 
(b) Les mutant homozygotes des lignées CRISPR_SHR2 sgRNAn° 1 et sgRNA n°2 présentent 
des insertions et une délétion de 4 nucléotides juste avant les séquences de reconnaissance 
AGG par l’endonucléase (encadrement noir) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 52: Schémas des protéines tronquées des mutants KO SHR.  
(a) Les deux insertions dans la séquence SHR1 provoque des codons stop (carré bleu) 
prématurés : 11 mutants présentent une protéine de 5AA de plus que la méthionine (carré 
violet), et le 12ème une protéine de 90 AA.  
(b) Quatre insertions différentes provoquent des codons stop prématurés et engendrent des 
protéines de 8 AA. Un 5ème mutant présente une délétion de 4 nucléotides et engendre une 
protéine de 99 acides aminés, dont la séquence varie beaucoup avec celle de SHR2.   
Protéines SHR1 Protéines SHR2 
(a) (b) 
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 Corrélation phénotype-mutation : impact sur le nombre de talles par plante et la 
fertilité 
Deux phénotypages successifs des plantes en serre ont été réalisés en parallèle des 
analyses de séquençage. Le premier a été effectué 3 semaines après le transfert en serre 
(stade tallage) et le second 3 semaines après, juste avant le stade floraison. Toutes les 
plantes (exceptées les plantes de la lignée CRISPR SHR1 sgRNA n°2, qui étaient trop peu 
nombreuses) ont été phénotypées selon des critères basés sur le développement de leur 
appareil aérien : taille de la plante et son nombre de talles. Aucun critère sur l’anatomie des 
racines n’a été réalisé à ce stade puisque les plantes sont cultivées en pot et que par 
conséquent les racines ne sont pas visibles. Nous avons comparé la taille et le nombre de 
talles des plantes Ho, He et WT pour chacune des lignées CRISPR (2 lignées avec des sgRNA 
différents par gène), dont les résultats détaillés sont présentés dans les Annexes 16 & 17. 
Les profils des plantes Ho, He et WT étant semblables d’une lignée à l’autre, nous avons 
représentés les résultats ici en comparant l’ensemble des lignées CRISPR SHR1 et CRISPR 
SHR2 avec la lignée contrôle (Figure 53). Aucun impact significatif sur la taille des plantes n’a 
été observé pour l’ensemble des lignées CRISPR, que ce soit à 3 ou 6 semaines après le 
passage en serre. De plus, aucune perturbation significative n’a été remarquée sur le 
système aérien des plantes hétérozygotes, contrairement aux individus homozygotes pour 
lesquels nous avons remarqué un effet sur le nombre de talles par plante. En effet, 3 
semaines après transfert, nous avons remarqué une diminution significative du nombre de 
talles chez les individus Ho en comparaison de leurs WT et de la lignée contrôle. A 6 
semaines après transfert, cette diminution persiste mais n’est visible qu’entre les individus 
Ho et la lignée contrôle. Il y a donc un amenuisement de l’effet développemental « nombre 
de talles » au cours du temps. Les Ho SHR1 et SHR2 se caractérisent par un nombre inférieur 
de talles, avec un effet plus fort pour la lignée SHR2 (divisé par 2.5 entre la lignée contrôle et 
les Ho_SHR2, et par 1.7 chez les Ho_SHR1). Toutefois, il s’agit d’un phénotype assez faible. 
Aucun effet sur la taille des plantes n’a été observé.  
Nous avons également remarqué que sur les 12 individus Ho de la lignée CRISPR SHR1, 
75% ne donneront pas de descendance en raison d’une mortalité précoce ou de stérilité des 
individus (33% et 42% respectivement) (Annexe 18). Sur les 3 plantes Ho de la lignée CRISPR 
SHR2, l’une d’entre elle est morte, laissant un individu Ho de chaque sgRNA libre de donner 
une descendance. Pour les deux lignées CRISPR, des individus KO indépendants (avec des 
mutations différentes) sont donc susceptibles de donner des grains.  
Ainsi, nous pouvons conclure que les Ho SHR1 et SHR2 se distinguent par un nombre 
inférieur de talles et par une fertilité réduite, avec 25% des plantes Ho SHR1 qui sont 
susceptibles de générer des graines, et 2/3 pour les Ho SHR2. La présence d’une protéine 
tronquée SHR1 ou SHR2 semblent engendrer des cas de stérilité mais n’affecte pas toutes les 
plantes. Il est donc possible de produire des descendants pour ces individus KO 
homozygotes, de façon analogue à A.thaliana, pour laquelle les mutants shr n’ont pas de 
problème de fertilité (Benfey, Linstead et al. 1993). 
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Figure 53 : Phénotypage des lignées CRISPR SHR. 
Effectifs : CRISPR SHR1 (Ho n=12, He n=29, WT n=23), CRISPR SHR2 (Ho n=22, He n=3, WT 
n=14) et contrôle n=12 (t-test, p-value <0.05%**, p-value <0.01% ***). Seul le nombre de 
talles des individus Ho est significativement diminué comparé aux WT respectifs et à la 
lignée contrôle après 3 semaines et 6 semaines. 
  
3 semaines après 
transfert 
6 semaines après 
transfert 
3 semaines après 
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 Conclusion et perspectives 
D’après l’analyse des plantes mutantes en génération T0, nous pouvons conclure que 
l’absence des protéines SHR dans la plante n’empêche ni la régénération ni le 
développement de celle-ci. Un nombre diminué de talles est observé mais la taille et la 
fertilité des plantes ne semblent pas être impactées. De plus, le fait que la régénération ne 
soit pas ou peu perturbée chez les lignées CRISPR suggère d’abord que ces protéines ne 
soient pas vitales pour le développement des cals, ou bien qu’il y ait une redondance de 
leurs fonctions.  
 Aucune étude de l’anatomie racinaire n’a pu être réalisée à ce jour sur ces plantes. Elle 
sera en revanche effectuée sur les lignées KO fixées shr1 & shr2 de la génération T1. Nous 
aurons ainsi l’opportunité d’évaluer l’impact de l’absence de ces protéines sur le 
développement racinaire et son anatomie, et de comparer ces données à celles acquises 
chez A.thaliana. Nous savons en effet que l’absence de SHR chez A.thaliana engendre une 
diminution de la croissance racinaire et la disparition de la couche de cortex (Helariutta, 
Fukaki et al. 2000).  
L’obtention du double mutant shr1:shr2 permettra de confirmer le rôle essentiel de ces 
protéines dans la mise en place du cortex et de distinguer les effets spécifiques de chacun 
des gènes dans le développement racinaire et aérien de celui du double mutant. Celui-ci 
pourra être obtenu par co-transformation des deux CRISPR_SHR ou par croisement entre 
deux individus Ho de chaque lignée KO. La co-transformation servira également à évaluer 
l’importance des gènes SHR au cours de la régénération, et à confirmer l’hypothèse de la 
redondance de leurs fonctions au sein de ce processus. 
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IV. Conclusion générale : Rôles des gènes SHR dans la mise en place du 
cortex 
 
L’ensemble de nos résultats nous permet de conclure que les gènes SHR1, SHR2 et 
AtSHR ont un rôle identique dans la formation du cortex chez le riz. L’analyse des lignées 
transgéniques surexpresseurs SHR a permis de mettre en évidence la capacité de ces trois 
gènes à induire des divisions supplémentaires au niveau des cellules initiales du méristème 
ainsi que des divisions ectopiques dans le tissu mis en place, provoquant ainsi l’apparition de 
couches surnuméraires de cortex. L’étude menée sur les lignées TILLING a permis de 
confirmer le rôle de SHR1 dans la formation de ce tissu, grâce au contrôle qu’il serait 
susceptible d’exercer sur le diamètre racinaire via des divisions intrinsèques du cortex et de 
l’endoderme. Ces résultats confirment la théorie selon laquelle il y aurait une conservation 
de fonctions entre les gènes orthologues (Gabaldon and Koonin 2013), hypothèse déjà 
avancée par Wu et al. à propos des gènes SHR (Wu, Lee et al. 2014).  
De plus, la similarité des phénotypes graduels racinaires observés pour les lignées OE 
SHR2 et OE AtSHR, couplée à l’existence d’une corrélation entre le niveau d’expression de 
ces gènes et les phénotypes observés, suggèrent que ces deux gènes suivent le mécanisme 
suivant : plus la concentration en transcrits serait élevée dans la racine de riz, plus les 
protéines y seraient accumulées et induiraient ainsi des divisions ectopiques débouchant sur 
la formation de couches surnuméraires de cortex. Cependant, ce mécanisme ne semble pas 
concerner le gène SHR1 pour lequel nous avons relevé des différences. D’une part, la 
surexpression du gène engendre des problèmes de régénération plus forts que ses co-
orthologues, avec plus de la moitié des plantes qui ne survivent pas à la transformation 
génétique, supposant que l’expression ectopique de SHR1 serait létale pour la plante, et 
qu’une expression tissu-spécifique ou méristématique pourrait suffire à induire des divisions 
des initiales et conduire à la formation de couches surnuméraires de cortex. D’autre part, les 
phénotypes de la lignée pSHR1:SHR1:GFP diffèrent de ceux observés pour le même construit 
avec SHR2. En effet, l’analyse des fusions traductionnelles a révélé des différences 
phénotypiques, avec 70% des plantes de la lignée SHR2:GFP qui présentent un enroulement 
des feuilles contre seulement 25 % et 0 % des fusions traductionnelles de SHR1 et AtSHR. Ce 
résultat pourrait être expliqué par une mobilité plus importante de SHR2 que ses co-
orthologues, et confirmerait alors les résultats obtenus chez A.thaliana par nos 
collaborateurs (Wu, Lee et al. 2014). SHR1 et SHR2 auraient donc tous les deux un rôle dans 
la mise en place du cortex, mais fonctionneraient indépendamment (pas de régulation 
croisée) et selon des mécanismes différents. En revanche, la récente obtention de mutants 
KO shr1 et shr2 suggèrent que d’une part que l’absence des protéines SHR n’empêcherait ni 
la régénération ni le développement de la plante, et que d’autre part, ces gènes pourraient 
avoir des fonctions redondantes pendant la régénération. 
 L’ensemble de nos résultats suggère donc que les trois gènes SHR ont un rôle 
commun dans la mise en place du cortex via des mécanismes moléculaires distincts, et qu’ils 
pourraient aussi présenter des fonctions redondantes pendant la régénération. Ce dernier  
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point sera éclairci dans le chapitre suivant, qui porte sur le rôle des gènes SHR dans la 
callogénèse.  
Finalement, seule l’étude des KO complétée par une analyse transcriptomique des 
trois lignées KO, WT et OE pour chaque gène permettra d’identifier les mécanismes 
moléculaires propres à chacun des gènes et de distinguer les fonctions des gènes SHR1 et 
SHR2 dans la mise en place du cortex, le contrôle des divisions et la régénération.  
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Figure 1 : comparaison des taux de régénération des différents construits SHR 
Le contrôle est une moyenne de la régénération des lignées contrôle pour les 4 
transformations. (Effectifs: Contrôles n=1097; SHR1:GFP n=118, SHR2:GFP n=109 ; OE SHR1 
n=627, OE SHR2 n=761; TALEN SHR1 n= 26, TALEN SHR2 n= 96; CRISPR SHR1 n=145, CRISPR 
SHR2 n=154) 
Figure 2 : Comparaison du profil d’expression d’AtSHR entre un LRP et un cal (milieu 
d’induction CIM) (Sugimoto, Jiao et al. 2010). Barres=50µm 
Les échantillons sont marqués au PI pour mettre en évidence les contours cellulaires, et la 
protéine est mise en évidence par une fusion GFP. Les pointillés mettent en évidence la zone 
de formation du cal. 
Les images sont obtenues par imagerie confocale.  
(a) Localisation de la protéine dans un LRP au niveau de la stèle. 
(b) Localisation centrale de la protéine dans un cal de 5 jours.  
(c) Localisation centrale de la protéine dans un cal de 10 jours. 
(b) Section optique d’un cal de 10 jours, avec une localisation centrale de la protéine SHR.  
CRISPR 
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Introduction 
 
Lors de l’étude fonctionnelle des gènes SHR, nous avons été amenés à générer des 
lignées transgéniques modifiant leurs niveaux d’expression et pour lesquelles nous avons 
observé de nombreux problèmes de régénération. Exceptées les fusions traductionnelles qui 
modifient peu le niveau d’expression du gène dans la plante, les construits surexpresseurs, 
TALEN et CRIPSPR/Cas9 ont montré des taux de régénération plus faibles qu’attendus 
(Figure 1). Ce constat est d’autant plus vrai pour le gène OsSHR1, qui présente des taux de 
régénération plus faibles que pour son co-orthologue OsSHR2. Cela amène à l’hypothèse 
suivante selon laquelle OsSHR1 seul jouerait un rôle important lors de la régénération. 
Aucun travail ou article concernant AtSHR ne fait mention de difficultés de 
régénération des lignées surexpresseurs ou pertes de fonction chez Arabidopsis thaliana. 
Cela pourrait s’expliquer par le fait que le protocole de transformation utilisé pour générer 
des plantes transgéniques ne fait pas appel à la culture in vitro. En effet, les transformations 
génétiques par Agrobacterium tumefaciens se font depuis la fin des années 90 par 
immersion florale ( floral dip) (Clough and Bent 1998). La callogénèse a été néanmoins 
beaucoup utilisée avant la technique du « floral dip », et des protocoles standardisés ont été 
mis en point. Ces derniers ont permis de mieux étudier ce processus et d’identifier les 
mécanismes moléculaires permettant aux cellules d’acquérir leur pluripotence et la capacité 
à régénérer des plantes. Des études ont été menées sur l’identification des gènes impliqués 
lors des différentes étapes de callogénèse, et l’une d’entre elles a démontré que les cals 
avaient la même signature moléculaire que des primordia de racines latérales (Lateral Root 
Primorium, LRP) (Atta, Laurens et al. 2009) et que, par conséquent, les gènes impliqués dans 
la mise en place de ces LRP interviennent également dans la callogénèse. En effet, le gène 
Alf-4 qui est nécessaire à la formation de racines latérales chez A. thaliana (Celenza, Grisafi 
et al. 1995) est également indispensable à la callogénèse (Sugimoto, Jiao et al. 2010) et aux 
premières divisions de protoplastes isolés (Chupeau, Granier et al. 2013). Le gène AtSHR 
présente une expression précoce dans le développement du cal (Sugimoto, Jiao et al. 2010) 
et la protéine SHR aurait une localisation similaire à celle observée dans les racines, à savoir 
une localisation cytosolique dans la partie centrale du cal et nucléaire dans la zone sous-
épidermale (Sugimoto, Jiao et al. 2010) (Figure 2). D’autres gènes impliqués dans le 
processus de régénération ont été récemment identifiés, tels que les gènes PLETHORA (PLT) 
qui sont aussi nécessaires à la formation des LRP. En effet le triple mutant plt3;plt5;plt7 
dispose d’un appareil aérien normal, mais il est incapable de produire des racines latérales. 
Une étude portant sur l’analyse de ce mutant au cours de la callogénèse (Kareem, 
Durgaprasad et al. 2015) a mis en évidence que l’étape de régénération des cals était induite 
par une forte diminution de l’expression de gènes impliqués dans le maintien de la 
pluripotence. Cette diminution serait induite par le changement de balance hormonale qui a 
lieu lors du transfert des cals sur le milieu de régénération. Il existe en effet deux milieux de 
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Figure 3 : Schéma du processus de régénération du riz 
(a) Après induction du cal sur un milieu riche en auxine (2,4-D), les cals sont transférés sur un 
milieu riche en cyrokinines (BAP) et se mettent à verdir et à générer des organes (tiges puis 
racines). 
Pour les lignées transgéniques la régénération est perturbée. 
(b) La lignée OE SHR1 ne régénère pas et stoppe le développement des cals au stade de 
verdissement . 
(c) La lignée TALEN SHR1 ne régénère pas et se stoppe durant l’étape de prolifération, avant 
le stade de verdissement. 
Figure 4 : Profil d’expression d’OsSHR1 d’après les données transcriptomiques du site 
RiceXPro. http://ricexpro.dna.affrc.go.jp/RXP_4002/gene-search.php  
(a) Profils d’expression du gène dans les différentes parties de la plante : tige, racine, 
scutellum (cotylédon) et épiblaste (couche celluaire de revêtement de l’embryon) (n=3). 
(b) Intensité de l’expression sur les 4 jours suivant la pollinisation (DAP), (n=3)  
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culture in vitro: le premier milieu dit « d’induction » (Callus Induction Media, CIM) est un 
milieu riche en auxine, qui permet la prolifération des cellules et leur maintien en 
pluripotence. Une fois les cals bien développés, ils sont transférés sur le second milieu dit de 
« régénération » (Shoot Induction Media, SIM) riche en cytokinines, qui permet la 
régénération de cals en plantes (Figure 3 a). Le triple mutant plt3;plt5;plt7 présente un 
blocage lors de l’étape de régénération. Cette « non-régénération » serait expliquée d’une 
part par l’absence d’induction des gènes régulateurs de cellules souches (les gènes PLT1&2) 
dans le cal, signifiant l’absence du maintien de la pluripotence ; et d’autre part par l’absence 
d’activation des gènes de régénération.  
Ces résultats nous ont permis d’émettre des hypothèses quant aux problèmes de 
régénération observés chez les lignées transgéniques SHR chez le riz. Que ce soit chez les 
lignées surexpresseurs ou les lignées TALEN, la régénération des cals OsSHR1 a été 
grandement perturbée, mais à des stades différents. En effet chez les surexpresseurs les cals 
sont bloqués au stade « verdissement » (Figure 3 b), qui correspond au stade où la 
différenciation des embryons somatiques est induite par la modification de la balance 
hormonale. La concentration en cytokinines est augmentée et celle d’auxine est diminuée, 
induisant la différenciation des embryons somatiques. Les cals TALEN, eux, n’arrivent pas à 
ce stade et semblent être bloqués au cours de la callogénèse (Figure 3 c). Le blocage des cals 
TALEN semble similaire à celui observé pour le triple mutant plt3;5;7 d’A.thaliana, où aucune 
différenciation des cals ne semble avoir lieu. Ce constat suggère que les gènes SHR auraient 
pour rôle de maintenir les cellules à l’état indifférencié dans le cal, à l’instar des gènes 
PLT1&2 dans l’étude de Kareem et al. Cette hypothèse est d’autant plus séduisante que les 
gènes PLT1 et PLT2 ont pour rôle de maintenir les initiales à l’état de cellules souches dans le 
méristème racinaire d’A.thaliana, tout comme le gène SHR (Zhang and Yu 2014; Jia, Tian et 
al. 2015). 
Pour tenter d’apporter une première réponse à cette hypothèse, nous avons décidé 
d’étudier le rôle des gènes SHR au cours de la callogénèse chez le riz. Nous avons dans un 
premier temps suivi l’expression d’OsSHR1 au cours du développement de la plante (de 
l’embryon au stade plante), avant de s’intéresser à son expression dans le cal grâce à une 
lignée transgénique contenant le promoteur SHR1 fusionné à la protéine GUS.  
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Figure 5 : Profil d’expression de la fusion pOsSHR1:GUS pendant 7 jours après germination 
(a) Profils d’expression du gène dans les différentes parties de la plante durant les 7 jours 
suivant la germination. Barre=1cm 
(b) Zoom sur le profil d’expression d’OsSHR1 au premier jour de germination. Le gène est 
exprimé dans le coléoptile, au niveau des faisceaux vasculaires. Barre= 0.2cm 
(c) Zoom sur le profil d’expression d’OsSHR1 2 jours après germination. Le gène est exprimé 
au niveau des faisceaux vasculaires du coléoptile et de la racine séminale. Barre= 0.4cm 
(d) Zoom sur le profil d’expression d’OsSHR1 3 jours après germination. Le gène est exprimé 
au niveau des faisceaux vasculaires du coléoptile, de la feuille et de la racine séminale. 
Barre= 0.5cm 
(e) Zoom sur le profil d’expression d’OsSHR1 4 jours après germination. Le gène est exprimé 
au niveau des faisceaux vasculaires de la feuille et des racines. Barre= 0.4cm.   
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I. Etude de l’expression d’OsSHR1 au cours du développement de la 
plante 
 
Avant de se focaliser sur l’expression d’OsSHR1 durant la callogénèse, nous avons 
voulu étudier son expression dans l’embryon mature, stade initial du développement, et 
savoir également si son expression était stable dans le temps.  
L'embryon de riz est caractérisé par une structure bipolaire munie de deux 
méristèmes : le méristème caulinaire et le méristème racinaire, qui, suite au processus de 
germination, donnent naissance à une nouvelle plante. La callogénèse précède ce stade 
puisqu’elle consiste, à partir de cellules indifférenciées, à générer cet embryon. Nous nous 
sommes donc intéressés à l’expression d’OsSHR1 au cours des premières étapes du 
développement de la plante.  
 
I.1 OsSHR1 est exprimé dès la germination 
 
Les données disponibles sur le site RiceXPro, rassemblant de nombreux profils 
d’expression de gènes à différents stades et dans différents organes 
(http://ricexpro.dna.affrc.go.jp/), démontrent que le gène OsSHR1 est présent très tôt dans 
le développement de la plante, dès l’embryogénèse. En effet, on voit apparaitre un signal 
dans le scutellum (Figure 4 a). Même si le niveau d’expression est plus faible que dans les 
organes après germination (racines et tige), OsSHR1 est exprimé à un stade précoce du 
développement. Son expression est mise en évidence durant l’embryogénèse et dans les 
jours suivant la pollinisation (Figure 4 b). Nous avons réalisé des tests GUS quotidiens durant 
une semaine sur des grains en germination (Figure 5 a). OsSHR1 est exprimé très tôt au 
cours du développement : la coloration GUS est visible dans l’embryon et persiste après la 
germination. Il est d’abord présent au niveau du coléoptile (Figure 5 b), qui est un organe 
transitoire spécifique des monocotylédones et dont le rôle est de protéger les futures 
pousses, puis au deuxième jour de germination il apparait dans la racine séminale, où le 
gène est localisé au niveau des faisceaux vasculaires (Figure 5 c). Au troisième jour le signal 
persiste dans les feuilles et la racine séminale, et apparait au niveau de la stèle des racines 
coronaires (Figure 5 d). Jusqu’à sept jours après la germination, le profil d’OsSHR1 est 
localisé au niveau des faisceaux vasculaires : au niveau de la stèle des racines, les primordia 
des racines latérales et les nervures des feuilles (Figure 5 e à h). Ces résultats confirment 
ceux présentés par le site RiceXPro, et nous permettent de conclure que le gène OsSHR1 a 
une expression précoce et stable dans la plantule. Lorsqu’on compare le profil d’OsSHR1 
pendant la germination à celui d’une plantule âgée de 10 jours ou celui d’une plante mature, 
on remarque que sa localisation est toujours limitée aux faisceaux vasculaires et que 
l’intensité de son expression ne semble pas varier (Figure 6). 
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Figure 6 : Comparaison des profils d’expression du transcrit OsSHR1 de la germination à la 
plante mature. 
(a) Profils d’expression du gène 3 jours après germination. Barre=1cm 
(b) Profils d’expression du gène 10 jours après germination, avec zoom sur la coloration GUS 
dans la pointe de la racine séminale. Barre=1,5 cm 
(c) Profils d’expression du gène dans une plante mature âgée d’un mois, avec zoom sur la 
coloration GUS dans les nervures de la feuille, et sur la pointe d’une racien coronaire. 
Barre=1 cm 
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I.2 Profil d’expression d’OsSHR1 en réponse à différents signaux 
environnementaux  
 
 Régulation hormonale 
Ni l’intensité de son expression ni sa localisation ne varient au cours du 
développement. Nous avons voulu savoir si ces paramètres variaient en présence d’une ou 
plusieurs hormones. Nous avons donc analysé les profils d’expression du gène dans des 
plantules placées sur des milieux contenant diverses hormones végétales : l’auxine (IAA), 
l’acide naphthylphthalamique (NPA), qui est un inhibiteur de transport de l’auxine; les 
gibbérellines (GA3) et le paclobutrazol (PA), qui est un inhibiteur de la synthèse des GA.  
Le profil d’expression d’OsSHR1 est stable quel que soit l’hormone ou l’inhibiteur de 
synthèse présent dans le milieu. La croissance de la plante est affectée, avec une 
augmentation de la vitesse de croissance sur les milieux riches en AIA et GA, et une 
diminution sur PA et NPA, mais cela n’impacte pas le profil d’expression de SHR1 (Figure 7 a 
et b). Le niveau d’expression a également été étudié par qRT-PCR (Figure 7 c). Le niveau 
d’expression d’OsSHR1 varie en fonction des organes ciblés (signal plus fort dans les racines 
que dans les feuilles ou la tige), mais en revanche l’ajout d’hormones ou d’inhibiteurs de 
leurs biosynthèses n’affectent pas son niveau d’expression. Ces résultats sont en accord avec 
ceux obtenus au cours de l’analyse transcriptomique sur puce ADN disponibles sur le site 
RiceXPro (Figure 8).  
 
 Régulation d’OsSHR1 par la lumière 
Nous avons voulu savoir si l’expression d’OsSHR1 dépendait de la lumière. Pour cela 
nous avons analysé le profil d’expression du gène par coloration GUS et son niveau 
d’expression par qRT-PCR dans les deux conditions lumière et obscurité. Aucun différentiel 
n’a été observé (Figure 9). L’expression d’OsSHR1 semble indépendante de la lumière. 
 Régulation abiotique 
Nous avons également analysé les profils d’expression sur des milieux simulant un 
stress abiotique: nous avons analysé le signal GUS des plantules transgéniques pOsSHR1:GUS 
sur du milieu MS/2 en présence de mannitol et de NaCl. La croissance de la plante est 
affectée pour les deux conditions lorsqu’on compare à la condition contrôle (MS/2), mais le 
profil d’expression d’OsSHR1 ne varie pas (Figure 10).  
 
I.3 Conclusion : OsSHR1 a une expression stable au cours du temps 
 
Le gène OsSHR1 a un profil d’expression stable au cours du développement de la 
plante, de l’embryon jusqu’au stade mature. Son expression ne semble régulée ni par les 
hormones, ni par la lumière et ni par des stress salin ou osmotique. Néanmoins, il est 
possible que son activité soit contrôlée au niveau post-transcriptionnel.  
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Figure 7 : Le profil d’expression d’OsSHR1 ne varie pas en présence d’auxine, de 
gibbéréllines, de NPA ou PA.  
(a) Le profil d’expression est révélé par une coloration GUS. Il est en similaire entre les 
différents milieux : milieu de croissance classique MS/2, milieu enrichi en auxine (AIA : 1 µM) 
milieu enrichi en GA (50µM), milieu enrichi en NPA (1µM) et milieu enrichi en PA (2 µM).  
(b) Coupes radiales de racines coronaires pour chacune des conditions (contrôle MS/2, AIA, 
GA, NPA et PA), avec un signal localisé dans la stèle pour chacune d’entre elles. Barres= 
50µm. (c) Niveau d’expression du gène OsSHR1 ne semble pas être impacté par la présence 
d’hormone (GA, AIA, PA ou NPA) (n=2)  
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Figure 8 : Expression du gène OsSHR1 selon la concentration en hormone présente dans le 
milieu (http://ricexpro.dna.affrc.go.jp/RXP_4002/gene-search.php).  
 
 
 
 
 
Figure 9 : Profils d’expression d’OsSHR1 selon la photopériode. Barres=50µm 
(a) Coloration GUS d’une coupe radiale de racine pOsSHR1:GUS en condition contrôle, avec 
alternance lumière et obscurité (12h/12h, 28°C/25°C jour/nuit, intensité lumineuse : 
500μEm-2s-1, humidité relative 55%).  
(b) Coloration GUS d’une coupe radiale de racine pOsSHR1:GUS sous lumière continue 
(28°C/25°C jour/nuit, intensité lumineuse : 500μEm-2s-1, humidité relative 55%).  
(c) Coloration GUS d’une coupe radiale de racine pOsSHR1:GUS dans l’obscurité (28°C/25°C 
jour/nuit, humidité relative 55%).  
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Figure 10 : Profils d’expression d’OsSHR1 en réponse au mannitol et Nacl.  
Comparaison entre des plantules sauvages de la variété Nipponbare et deux lignées 
transgéniques indépendante pour le construit pOsSHR1:GUS en réponse au mannitol (90 
mM) et NaCl (90 mM). Barres= 50µm 
(a) Coupe radiale de racine coronaire sur condition standard (MS/2), avec un signal GUS 
spécifique à la stèle.  
(d) Coupe radiale de racine coronaire sur Mannitol, avec un signal GUS spécifique à la stèle.  
(e) Coupe radiale de racine coronaire sur NaCl, avec un signal GUS spécifique à la stèle.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
(a) (b) 
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Un contrôle post-transcriptionnel a été démontré pour AtSHR chez A.thaliana (Lee, 
Colinas et al. 2006). En effet, sa fonction dépend de la concentration de sa protéine et de la 
régulation de son mouvement (Koizumi, Hayashi et al. 2012; Koizumi, Hayashi et al. 2012). 
Une baisse du niveau d’expression protéique dans les cellules d’endoderme induit leur 
division périclinale et la formation de middle cortex. De plus, il a été démontré que l’absence 
de la protéine AtSHR inhibe la division périclinale initiale à l’origine de l’endoderme 
(Helariutta, Fukaki et al. 2000), et qu’au contraire, son expression ectopique engendre une 
augmentation des divisions du tissu interne et la formation de couches surnuméraires de 
cortex (Cui, Levesque et al. 2007; Wu, Lee et al. 2014). Les résultats obtenus suite à l’analyse 
des lignées surexpresseurs chez le riz (Chapitre 2) et ceux obtenus par nos collaborateurs 
concernant la complémentation du mutant shr-2 par les orthologues de SHR, suggèrent une 
conservation de fonction entre les orthologues SHR. Il est donc possible que ce mécanisme 
de régulation post-transcriptionnelle soit maintenu chez le riz. 
 Cette hypothèse pourrait être testée par l’utilisation des fusions traductionnelles 
déjà disponibles au laboratoire. Ces dernières pourraient être utilisées afin de mesurer le 
niveau de fluorescence au sein d’un tissu où sont exprimées les protéines SHR. Si ce niveau 
est variable au cours du développement de la plante, alors cela traduirait une régulation de 
l’expression de la protéine. Il serait également possible, à l’image de l’étude faite par Lee et 
al. sur la régulation de facteurs de transcription d’A.thaliana, de comparer les profils 
d’expression des ARNm (données par des analyses RNAseq ou puces à ADN) avec ceux des 
fusions transcriptionnelles (sans élément régulateurs) et avec ceux des traductionnelles. Si 
ces profils sont distincts, ce qui est le cas pour 25% des FT testés dont AtSHR, alors cela 
mettrait en évidence l’existence d’une régulation post-transcriptionnelle (Lee, Colinas et al. 
2006). Si cette hypothèse est validée par l’une ou l’autre méthode, il serait intéressant de 
connaitre quel type de régulation est mise en place. Il en existe plusieurs types, dont celle 
effectuée par des petits ARN (miRNA), qui est à l’origine de la régulation de nombreux gènes 
et principalement de facteurs de transcription (Zhang, Pan et al. 2006). Pour mettre en 
évidence ce type de régulation, il serait intéressant de réaliser la construction suivante qui 
nécessite deux protéines rapportrices différentes : le promoteur du gène d’intérêt cloné en 
amont d’une première protéine rapportrice fluorescente (mCherry), suivie par la région 
3’UTR d’un gène contrôle d’expression stable, suivie de la deuxième protéine rapportrice 
fluorescente (GFP) fusionnée au 3’UTR d’intérêt. De cette manière, la différence 
d’expression entre les deux protéines rapportrices devrait correspondre à une régulation 
différente entre les régions 3’UTR, et illustrerait ainsi les régulations subies par le gène 
d’intérêt étudié. Cette méthode a été mise en place puis validée sur le modèle c.elegans 
(Quéré 2014). 
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Figure 11 : Localisation du transcrit OsSHR1 pendant les étapes d’induction 
(a) Test GUS réalisé sur un grain imbibé dans de l’eau osmosée pendant 12h, avant le 
passage sur le milieu d’induction. Le signal est localisé au niveau de l’embryon. Barre=0.5 cm 
(b) Test GUS réalisé sur le grain après une semaine sur le milieu d’induction. Le signal est 
localisé au niveau des faisceaux vasculaires des organes formés après germination, et dans 
les structures embryogènes formées au niveau du scutellum. Barre=0.2 cm. (c) Test GUS 
réalisé sur le grain après deux semaines sur le milieu d’induction. Le signal est localisé au 
niveau des structures embryogènes du scutellum. Barre=0.2 cm. (d) Test GUS réalisé sur le 
grain après trois semaines sur le milieu d’induction. Le signal est localisé au niveau des 
structures embryogènes du scutellum. Le volume du cal augmente. Barre=0.2 cm. (e) Zoom 
sur les structures embryogènes après trois semaines sur le milieu d’induction. Le signal se 
centralise. Barre=0.1cm. (f) Test GUS réalisé sur le grain après quatre semaines sur le milieu 
d’induction. Le signal est localisé au centre du cal. Barre=0.1cm 
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II. Etude de l’expression d’OsSHR1 au cours de la callogénèse et de la 
régénération 
 
Les analyses présentées ci-dessus ont mis en évidence l’expression de SHR1 dès le 
stade embryonnaire et la stabilité de son signal durant tout le développement de la plante. 
Or, nous savons que le gène AtSHR est exprimé très tôt durant le processus de régénération 
(Kareem, Durgaprasad et al. 2015). Dans l’introduction générale de ce chapitre, nous avons 
émis l’hypothèse que le rôle des gènes OsSHR durant la callogénèse serait similaire à celui 
des gènes PLT1&2 chez A.thaliana, à savoir le maintien des cellules souches et l’acquisition 
de la pluripotence des cellules du cal. L’étude de Kareem et al. suggère que la régénération 
des cals est permise par une baisse d’expression des gènes PLT1&2 sur le milieu riche en 
cytokinines, et que cela permettrait l’expression des gènes impliqués dans l’induction et la 
formation des organes. Si l’hypothèse que les gènes SHR et PLT1&2 ont des fonctions 
similaires est correcte, nous devrions observer une modification du profil d’expression 
d’OsSHR1 lors du passage du milieu d’induction à celui de régénération. 
Cette hypothèse pourrait également expliquer les problèmes de régénération 
observés pour les lignées TALEN et surexpresseurs, pour lesquelles l’introduction des 
transgènes modifiant le niveau d’expression pertuberait cet équilibre et empêcherait, ou 
tout du moins, perturberait la régénération des cals transformés. Pour vérifier cette 
hypothèse, nous avons suivi le profil d’expression d’OsSHR1 pendant la callogénèse. Cette 
expérience a été réalisée sur une durée de deux mois, avec des prélèvements réalisés tous 
les sept à dix jours. Afin de comparer la régénération à un contrôle, nous avons suivi en 
parallèle la régénération de cals de la variété sauvage Nipponbare, et afin de bénéficier d’un 
contrôle positif pour les tests GUS, nous avons également induit des grains d’une lignée 
pUBI:GUS. 
 
II.1 Profil d’expression d’OsSHR1 sur le milieu d’induction 
 
La régénération de cals embryogènes nécessite une succession d’étapes caractérisées 
par des milieux de compositions variables sur lesquels les structures embryogènes sont 
repiquées au cours du temps. La première étape consiste à induire des cals à partir de grains 
disposés sur un milieu riche en auxine (acide 2,4-dichlorophénoxyacétique appelé aussi 2,4-
D concentré à 2,5 g/l), qui est un milieu similaire au milieu CIM utilisé pour la callogénèse 
chez A.thaliana. Cette forte concentration en auxine et l’absence de cytokinines permet aux 
cellules de proliférer et de générer des structures embryogènes, qui seront capables, une 
fois transférées sur le milieu de régénération riche en cytokinines, de régénérer des plantes 
(Atta, Laurens et al. 2009). Dans l’étude de Sugimoto et al.(Sugimoto, Jiao et al. 2010), 
l’utilisation d’AtSHR comme marqueur de la stèle et du centre quiescent a mis en évidence la 
localisation centrale de la protéine dans le cal sur le milieu d’induction. En effet, après cinq  
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Figure 12 : Retard de régénération des différents construits. 
pSHR1:GUS (n=200) ; Nipponbare (n=280) et pUBI:GUS (n=183) 
(a) Graphique illustrant le pourcentage de verdissement des cals pour chacun des construits 
pendant les 5 semaines de régénération.  
(b) Photo des boites de cals après trois semaines sur le milieu de régnération : les cals de la 
lignée pSHR1:GUS sont en retard comparé à ceux de Nipponbare et ceux de la lignée 
pUBI:GUS. Barres=2.5cm 
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jours passés sur le milieu CIM, la protéine est retrouvée au centre du cal, avec une 
localisation stable dans le temps (entre le 5ème jour et le 12ème passé sur le milieu CIM).Cette 
étude a permis de rapprocher les organisations du cal à celle d’un méristème racinaire, où 
AtSHR est connue pour être localisée dans la stèle et dans le QC (Nakajima, Sena et al. 2001). 
Sachant que le transcrit OsSHR1 présente le même profil dans la racine de riz (Chapitre 2, 
Figure 26) que chez A.thaliana, nous nous attendions donc à observer un profil semblable 
pour ce gène dans le cal, avec un signal stable pendant les cinq semaines d’induction. 
Durant les trois premières semaines sur le milieu d’induction, le grain forme des 
structures embryogènes au niveau du scutellum et du coléoptile. Seules les structures 
embryogènes formées au niveau du scutellum donneront des structures secondaires qui 
pourront régénérer en embryons somatiques après le passage sur le milieu riche en 
cytokinines. Nous nous sommes donc intéressés au signal dans cette région. Les tests GUS 
ont révélé une localisation homogène dans toute la structure pendant les deux premières 
semaines (Figures 11 a et b), avec une centralisation progressive du signal, dès l’apparition 
des structures embryogènes secondaires au cours de la troisième semaine (Figure 11 c). A 
quatre semaines les cals secondaires ont été prélevés du grain et transférés sur une nouvelle 
boite contenant le même milieu d’induction. Cette phase est appelée la phase de 
multiplication et est caractérisée par la prolifération des cellules des cals secondaires. A 
partir de ce stade, le signal d’OsSHR1 s’est restreint à la partie centrale des cals secondaires 
(Figures 11 d à f). Le profil d’expression du gène est donc, à l’image de celui d’AtSHR chez 
A.thaliana, stabilisé au centre du cal dès la formation des structures embryogènes.  
 
II.2 Profil d’expression d’OsSHR1 sur le milieu de régénération 
 
Une fois les structures embryogènes formées et développées, elles sont placées sur 
un milieu dit de régénération riche en cytokinines, comparable au milieu SIM de la 
callogénèse chez A.thaliana. La présence de cytokinines permet l’induction de la formation 
d’embryons somatiques puis l’émergence des tiges et des racines (Che, Lall et al. 2006). Si 
l’on se base sur l’hypothèse émise précédemment, nous devrions observer une diminution 
du signal causé par les cytokinines. Cette baisse de signal correspondrait à une baisse 
d’expression des gènes maintenant les cellules souches et permettrait alors la régénération 
des organes sur les cals.  
Après deux semaines passées sur le milieu de régénération, nous nous sommes 
aperçus que les cals pOsSHR1:GUS présentaient un retard important dans le processus de 
régénération. En effet, après 10 jours passés sur le milieu riche en cytokinines, nous avons 
remarqué que le stade verdissement des cals était amorcé pour les des deux lignées contrôle 
avec près de 20 % des cals pour Nipponbare et 50% pour pUBI:GUS, alors que les cals 
OsSHR1 étaient à peine à 10 % (Figure 12 a). Ce retard a été conservé durant toute la durée 
de la régénération. Après six semaines (42 jours) des organes avaient émergé pour les deux 
lignées contrôles tandis que les cals pOsSHR1:GUS présentaient une régénération ralentie 
avec à peine 60% de cals présentant des verdissements et quasiment aucun organe formé   
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Figure 13 : Localisation du transcrit OsSHR1 pendant les étapes de régénération. 
(a) Test GUS réalisé sur le cal après quatre semaines sur le milieu d’induction, juste avant le 
transfert sur le milieu de régénération. Le signal est localisé au centre du cal. Barre=0.1cm 
(b) Test GUS réalisé sur le cal après 1 semaine sur le milieu de régénération. Le signal 
s’intensifie et diffuse vers les couches externes du cal. Barre=0.2 cm 
(c) Test GUS réalisé sur le cal après 2 semaines sur le milieu de régénération. Le signal a 
diffusé dans les parties externes du cal. Barre=0.2 cm 
(d) Test GUS réalisé sur le cal après 3 semaines sur le milieu de régénération. Le signal a 
diffusé dans les parties externes du cal. Barre=0.2 cm 
(e) Test GUS réalisé sur le cal après 4 semaines sur le milieu de régénération. Le signal a 
diffusé dans les parties externes du cal et se concentre dans une partie et perd en intensité 
dans le reste du cal. Barre=0.2 cm 
(f-g) Test GUS réalisé sur les cals après 6 semaines sur le milieu de régénération. Le signal a 
diffusé dans une partie du cal et perd en intensité dans le reste du cal. Barre=0.2 cm 
(h) Test GUS réalisé sur les cals après 8 semaines sur le milieu de régénération. Le signal a 
disparu du cal et se concentre sur les organes formés. Barre=0.5 cm 
 
  
165 
 
(Figure 12 b). Ce retard de régénération était surprenant puisque la même lignée 
pOsSHR1:GUS avait déjà été produite au laboratoire à deux reprises, et aucun problème de 
régénération n’avait été observé. En effet, au cours du travail de thèse, la lignée 
pOsSHR1:GUS avait été utilisée comme lignée contrôle lors de la génération des plantes 
pOsSHR1:SHR1:GFP, et présentait un taux de régénération de 84 %. Ces résultats nous 
invitent donc à être vigilants sur les interprétations. 
Juste avant le passage sur le milieu de régénération, le signal central d’OsSHR1 dans 
le cal avait été observé (Figure 13 a). Une fois le transfert sur le milieu de régénération, nous 
avons remarqué une intensification du signal et une diffusion de celui-ci vers l’extérieur du 
cal. Durant les six semaines suivant le transfert, nous avons observé la disparition du signal 
central du cal au profit de sa migration vers l’extérieur des structures secondaires (Figures 
13 b à d). Ces observations sont exactement l’inverse de celles faites pour le signal d’OsSHR1 
sur le milieu d’induction, où le signal devenait de plus en plus central. Après sept semaines, 
une diminution du signal a été observée, avec une extinction totale à huit semaines (Figures 
13 f à h). A ce stade, le seul signal détecté a été localisé dans les feuilles émergées du cal. 
L’expression du gène serait donc concentrée dans les organes émergeant au détriment du 
cal en cours de régénération. Pour conclure, le profil d’expression d’OsSHR1 serait d’abord 
central puis diffuserait dans les zones en périphérie du cal jusqu’à une extinction totale du 
signal lors de l’émergence des organes, suggérant que l’absence du gène est nécessaire à 
l’organogénèse. 
 
II.3 Conclusion : rôles d’OsSHR1 durant la callogénèse et la régénération 
 
Le suivi du profil d’OsSHR1 durant la callogénèse a permis de mettre en évidence un 
rôle potentiel au cours des différentes étapes. En effet SHR1 est exprimé très tôt lors de la 
formation du cal. Sur le milieu d’induction riche en auxine, SHR1 est exprimé d’abord dans 
toutes les cellules, puis peu à peu son expression se relocalise au centre du cal. Lorsque le 
cal est transféré sur un milieu de régénération, l’expression de SHR1 s’intensifie et diffuse 
vers l’extérieur du cal, où se localisent les cellules en différenciation. Nous pouvons 
également remarquer qu’à ce stade SHR1 accompagne la différenciation des cellules jusque 
dans la formation des organes. L’expression de SHR1 est alors inhibée au profit des organes 
émergeants. L’expression du gène évolue dans le temps, et pourrait donc être impliquée 
dans le début du processus de formation des embryons somatiques. En particulier, 
l’expression de SHR1 devient nulle lors de l’émergence des organes suggérant que les 
défauts de régénération observés pour les surexpresseurs pourraient être dus à l’expression 
ectopique des homologues de SHR à un stade où elle est incompatible avec la régénération. 
Il existerait donc une corrélation entre l’absence de SHR et la formation d’organes lors de la 
régénération ; mais il est encore trop tôt pour parler de relation de cause à effet entre ces 
deux évènements. Il nous manque en effet des données telles que la localisation de la 
protéine durant ces étapes, savoir si elle est mobile et si contrairement au transcrit elle est   
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exprimée partout. Il faudrait également confirmer l’absence de SHR par le biais d’analyses 
moléculaires (RT-PCR, qRT-PCR). 
Pour conclure, ces observations suggèrent que le gène SHR1 pourrait jouer un rôle 
important pendant la callogénèse. Il aurait d’abord un rôle dans le maintien des cellules 
souches pendant les phases d’inductions, durant lesquelles il est localisé au centre du cal. A 
ce stade il aurait donc un rôle semblable à celui des gènes PLT1&2 décrits dans l’introduction 
de ce chapitre (Kareem, Durgaprasad et al. 2015). Ensuite, après modification de son profil 
d’expression et la relocalisation de son transcrit vers l’extérieur du cal, SHR1 aurait un rôle 
dans l’initiation de la spécification des cellules en différents tissus. Enfin, la disparition de 
l’expression de SHR1 serait nécessaire à l’émergence ou la formation des organes lors de la 
régénération, en particulier des organes aériens, incluant le méristème apical. L’utilisation 
de lignées pINDEX:SHR1, qui permettraient d’induire l’expression de SHR1 après application 
de dexaméthasone sur le cal, donneraient la possibilité de vérifier que l’expression 
ectopique à un stade donné de SHR1 stimule l’embryogénèse somatique (verdissement des 
cals) et bloque l’organogénèse (émergence des organes).  
L’obtention récente de mutants KO par la technologie des CRISPR/Cas9 (cf. Chap. II) 
nous donne des informations supplémentaires quant au fonctionnement des gènes SHR 
pendant la callogénèse et la régénération. En effet, nous n’avons observé aucun problème 
de régénération pour les deux lignées KO shr1 et shr2. Ce résultat suggère soit qu’il existe 
une redondance fonctionnelle entre les 2 gènes SHR et que par conséquent la présence d’un 
seul des gènes suffise à la régénération, ou bien qu’aucun de ces gènes ne soit nécessaire à 
cette étape, et que, dans le cas d’une expression ectopique de l’un d’entre eux, cela 
perturbe la régénération. De plus, le fait que la régénération des construits transgéniques 
SHR1 posent plus de problèmes que les construits SHR2 pourrait être expliqué par le fait que 
la protéine SHR1 est moins mobile que son paralogue. L’analyse de la régénération du 
double mutant shr1:shr2 permettrait de tester ces deux hypothèses. Si la régénération du 
double mutant est perturbée, alors cela validerait l’existence d’une redondance 
fonctionnelle de ces gènes durant de processus. Et au contraire, si aucun problème de 
régénération n’est rencontré, cela signifierait qu’aucun de ces gènes n’est essentiel à ce 
processus, et que leur non-expression est bien nécessaire à l’organogénèse. Ce résultat 
invaliderait également les hypothèses précédentes concernant les éventuelles fonctions de 
SHR1 durant les différentes étapes de la régénération. 
La non-régénération de la lignée TALEN SHR1 reste cependant inexpliquée. La 
première interprétation était que l’extinction du gène empêchait la régénération, mais 
l’obtention de plantes KO réfute cette hypothèse. Il est néanmoins possible que ce TALEN ait 
affecté l’expression des deux gènes SHR ou celles d’autres gènes dans les cals, empêchant 
ainsi leurs régénérations. Une analyse transcriptomique des cals des différents construits 
(OE, KO, TALEN, et WT) permettrait d’avoir une idée des mécanismes survenant durant ce 
processus. 
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Figure 14 : Retard de régénération des construits dans le fond pSHR1:GUS. 
pSHR1:SHR1:GFP dans fond le Nipponbare (n=14) et dans le fond pSHR1:GUS (n=35) ; TALEN 
SHR1 dans le fond Nipponbare (n=4) et dans le fond pSHR1:GUS (n=14) ; OE SHR1 dans fond 
Nipponbare (n=7), dans fond pSHR1:GUS (n=21) 
(a) Photo des boites de cals après trois semaines sur le milieu de régnération : les cals 
transformés dans le fond pSHR1:GUS sont en retard comparé à ceux transformés dans 
Nipponbare. Barres=2.5cm 
(b) Graphique illustrant le pourcentage de verdissement des cals pour chacun des construits 
pendant les 5 semaines de régénération.  
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III. Etude de la régénération des plantes transgéniques OsSHR1  
 
Nous avons reproduit les lignées transgéniques OE SHR1, TALEN OsSHR1 et 
pSHR1:SHR1:GFP que nous avons transformées dans des cals pSHR1:GUS. Cette expérience a 
été réalisée dans le but de comprendre les problèmes de régénération rencontrés 
précédemment. Si l’introduction du transgène (TALEN, surexpresseurs,…) modifie le niveau 
d’expression d’OsSHR1 dans le cal, et si le gène est capable d’auto-activation pendant les 
étapes de callogénèse, alors nous nous attendons à observer cette modification d’expression 
grâce au profil GUS du gène dans le cal. Dans ce cas nous nous attendons à observer une 
réduction du signal GUS dans la lignée TALEN-SHR1 et une augmentation dans les lignées OE 
SHR1 et pSHR1:SHR1:GFP. Cependant, nous avons déjà démontré qu’il n’y avait pas 
d’autorégulation dans la plante des gènes OsSHR1 et OsSHR2 grâce à l’étude du niveau 
d’expression des gènes endogènes dans les lignées surexpresseurs. Il est néanmoins possible 
que des mécanismes de régulation du gène diffèrent pendant la callogénèse.  
 Le suivi du verdissement des cals transformés a mis en évidence un retard de 
régénération des cals dans le fond pSHR1:GUS. Ces derniers régénèrent 3 semaines plus tard 
que les mêmes construits transformés dans Nipponbare (Figure 14 a). Après 5 semaines (35 
jours) de régénération, seulement 20% des cals pSHR1:SHR1:GFP dans le fond pSHR1:GUS 
présentent des structures chlorophylliennes alors que 80% des cals du même construit dans 
Nipponbare sont verts. Cette même tendance est observée pour les construits TALEN SHR1. 
Seul le construit OE SHR1 semble montrer une meilleure aptitude à la régénération (Figure 
14 b). Le retard de régénération a posé problème puisqu’après 8 semaines (56 jours) passées 
sur le milieu de régénération, les cals ont commencé progressivement à prendre une couleur 
ocre puis à mourir. Nous n’avons donc pas pu analyser le profil d’expression d’OsSHR1 au 
stade d’émergence des plantules. Avant la mort des cals nous avons observé un blocage des 
cals TALEN-SHR1 au cours de la callogénèse, comme il avait été observé lors de la 
transformation de ces construits (Chapitre 2.III.2). Quant aux cals OE SHR1, nous avons de 
nouveau remarqué un blocage après le stade verdissement avec seulement 30 % des cals qui 
ont régénéré en plantules dans le fond pSHR1:GUS et 32 % dans le fond NB (contre 27.9% 
observés lors de la transformation génétique dans Nipponbare) (Figure 15). 
 Les profils GUS dans les cals des différents construits ont été suivis pendant 6 
semaines consécutives et comparés à ceux observés chez les cals pSHR1:GUS (Figure 16). 
Pour chacun des construits nous avons bien observé un signal au centre du cal lors de la 
première semaine de régénération, suivi d’une diffusion progressive vers l’extérieur des cals. 
Contrairement à la localisation du transcrit SHR1 qui était stable entre les construits, 
l’intensité du signal était très variable d’un cal à l’autre. Nous nous sommes donc intéressés 
à la localisation du signal et non à son intensité. Après 7 semaines (50 jours de 
régénération), seul le construit OE SHR1 a pu être analysé au stade d’émergence des tiges, 
pour lequel nous avons relevé un profil GUS semblable à celui observé chez la lignée 
pSHR1:GUS. En effet, le signal a disparu du cal pour se concentrer dans les parties 
émergentes. 
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Figure 15 : L’émergence des organes est ralentie chez les cals transgéniques du fond 
pSHR1:GUS. 
pSHR1:SHR1:GFP dans fond Nipponbare (n=14), dans fond pSHR1:GUS (n=35) ; TALEN SHR1 
dans fond Nipponbare (n=4), dans fond pSHR1:GUS (n=14) ; OE SHR1 dans fond Nipponbare 
(n=7), dans fond pSHR1:GUS (n=21). 
Graphique illustrant le pourcentage des cals présentant des ébauches d’organes (tiges et 
racine) pour chacun des construits pendant les 6 premières semaines de régénération. Les 
cals du fond pSHR1:GUS montrent un ralentissement dans la régénération, d’autant plus fort 
pour la lignée TALEN SHR1.  
 
Figure 16 : Localisation du transcrit SHR1 pendant les étapes de régénération des lignées 
transgéniques SHR1 dans le fond pSHR1:GUS. Barres=0.2 cm 
(a) Test GUS réalisé sur les cals pSHR1:GUS durant les étapes de régénération.  
(b) Test GUS réalisé sur les cals TALEN SHR1 dans le fond pSHR1:GUS durant les étapes de 
régénération.  
(c) Test GUS réalisé sur les cals OE SHR1 dans le fond pSHR1:GUS durant les étapes de 
régénération. 
(d) Test GUS réalisé sur les cals pSHR1:SHR1:GFP dans le fond pSHR1:GUS durant les étapes 
de régénération. 
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Pour conclure, les profils d’expression observés dans les cals transformés ne diffèrent 
pas de ceux observés pour les cals pSHR1:GUS. On ne peut donc pas apporter d’explications 
quant aux mécanismes de blocage encourus lors des étapes de régénération observés chez 
les lignées transgéniques. Cette expérience permet néanmoins d’affirmer que le gène 
OsSHR1 est incapable d’auto-activation que ce soit pendant la callogénèse ou pendant le 
développement de la plante.  
  
174 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 17 : Schéma sur les potentielles régénérations de différentes lignées transgéniques 
SHR1. 
(a) Régénération observée pour cal un cal Nipponbare transformé avec pSHR1:GUS. 
L’expression du transcrit SHR1 est d’abord localisé au centre du cal. Le cal est ensuite 
transféré sur le milieu de régénération où le signal est relocalisé vers les structures 
secondaires et induit la formation d’embryons somatiques. L’expression de SHR1 finit par 
diminuer et permet l’émergence des organes feuilles et racines ce qui conduit à la formation 
d’une plante. 
(b) Régénération observée pour cal un cal Nipponbare transformé avec pUBI:SHR1. 
L’expression ectopique de SHR1 empêche limite l’émergence des organes, suggérant que 
cette baisse d’expression soit nécessaire à la formation des organes. 
(c) Régénération observée pour cal un cal Nipponbare transformé avec CRISPR/Cas9 SHR1. 
SHR1 et SHR2 individuellement, ne semblent pas être nécessaires à l’étape de régénération.  
(d) Le double mutant shr1 :shr2 nous permettra de savoir si leurs fonctions sont redondantes 
(pas de régénération) ou si aucun des gènes n’est nécessaire à la régénération (émergence 
des organes sur les cals). 
  
(a) (b) (c) (d) 
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IV. Conclusion générale : rôle de SHR1 dans la callogénèse 
 
L’étude du rôle des gènes SHR dans l’architecture racinaire a nécessité l’utilisation de 
lignées transgéniques modifiant les niveaux d’expression dans la plante. Les problèmes de 
régénération rencontrés pour certaines de ces lignées (surexpresseurs, TALEN) ont mis en 
exergue un potentiel rôle de ces gènes lors de ce processus, et plus particulièrement un rôle 
plus important de SHR1 pour lequel les taux de régénération observés étaient bien plus 
faibles. Ce constat nous a amené à étudier le profil transcriptionnel de ce gène au cours de la 
callogénèse, de la régénération et du développement de la plante. Les résultats nous ont 
permis d’émettre plusieurs hypothèses quant à son fonctionnement au cours de ces étapes. 
Les analyses menées dans cette étude ont permis de mettre en évidence une 
expression stable du transcrit SHR1 au cours du développement de la plante, et la non-
influence des facteurs environnementaux (hormone, lumière, stress abiotiques) sur cette 
expression. Cependant la similarité de fonction entre les gènes SHR de riz et leur orthologue 
AtSHR a soulevé la possibilité d’une éventuelle régulation post-transcriptionnelle pour les 
gènes monocotylédones. Cette hypothèse pourrait être validée, de la même manière que 
cette régulation a été démontrée pour AtSHR, par le suivi de l’expression de protéines 
rapportrices des fusions traductionnelles et transcriptionnelles (Lee, Colinas et al. 2006; 
Koizumi, Hayashi et al. 2012). Nous avons réalisé des fusions traductionnelles pour les 3 
gènes SHR (cf. Chapitre 2. II), pour lesquelles nous attendons la génération T1 pour 
poursuivre nos analyses. 
L’étude de la régénération des différentes lignées transgéniques (OE et CRISPR) nous 
a permis d’émettre plusieurs hypothèses quant au rôle de SHR1 durant ce processus. Les 
lignées KO shr1 et shr2 ont montré peu de problèmes de régénération (presque 60 % des 
cals ont régénérés); contrairement aux lignées surexpresseurs qui présentaient 28 % et 43% 
de cals régénérant pour les lignées OE SHR1 et OE SHR2 respectivement. Ce résultat 
supposerait qu’aucun des gènes SHR n’est nécessaire à la régénération, ou bien que ces 
deux gènes ont des fonctions redondantes durant la callogénèse. Dans les deux cas les 
problèmes rencontrés pour les lignées surexpresseurs pourraient être expliqués par 
l’expression ectopique de la protéine lors de l’organogénèse. En effet, nos résultats 
suggèrent l’existence d’une corrélation entre une baisse/extinction de l’expression de SHR1 
et l’émergence des organes sur les cals. Le recours à des lignées inductibles pour les deux 
gènes SHR ainsi qu’un double mutant shr1:shr2 nous permettrons de trancher entre ces 
deux hypothèses (Figure 17).  
Il est également important de souligner que les construits des lignées transgéniques 
étudiées ne comportent aucun motif 3’UTR. S’il existe en effet une régulation post-
transcriptionnelle, il est fort probable qu’elle soit exercée par cet élément et non par le 
5’UTR. Ce dernier est présent dans la fusion transcriptionnelle pSHR1:GUS qui s’avère être 
très stable dans le temps. De plus, le 3’UTR a été démontré comme fortement impliqué dans 
la régulation post-transcriptionnelle des gènes participant à des processus 
développementaux tels que la prolifération des cellules souches, les divisions cellulaires et le  
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déterminisme des destinées cellulaires (Kuersten and Goodwin 2003). Il serait alors 
intéressant d’évaluer l’existence de cette régulation et d’étudier la régénération de cals 
surexpresseurs comprenant le 3’UTR et noter si celle-ci s’est améliorée. 
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L’Equipe DAR, au sein de laquelle j’ai effectué ma thèse, s’intéresse au développement 
racinaire du riz, et plus particulièrement à la mise en place des tissus internes. Dans le cadre 
de cette thématique, mon travail de thèse consistait à caractériser les mécanismes 
moléculaires impliqués dans cette mise en place, en se focalisant sur le cortex. Ce tissu 
présente un rôle structurel, fonctionnel et adaptatif essentiel chez le riz. Les tissus internes 
d’A.thaliana se limitent à une couche de cortex et une couche d’endoderme. Cette 
organisation est différente pour le riz, chez qui on retrouve une couche de sclérenchyme et 
d’exoderme en périphérie, et la présence d’un nombre variable de couches de cortex. Ce 
nombre de couches dépend du type de racine, du stade de développement et des conditions 
environnementales. J’ai donc, dans un premier temps, réalisé une étude approfondie des 
particularités du cortex chez le riz (Chapitre 1). Le gène AtSHR d’A.thaliana, codant pour un 
facteur de transcription de la famille GRAS, a été identifié comme un acteur clé dans la mise 
en place des tissus internes. J’ai ensuite initié l’étude fonctionnelle de ses orthologues 
putatifs chez le riz nommés OsSHR1 et OsSHR2, et tenté d’identifier leurs rôles respectifs 
dans la mise en place des tissus racinaires chez le riz (Chapitre 2). Enfin, j’ai initié à la fin de 
ma thèse des expériences qui avaient pour but de comprendre le rôle des gènes OsSHR1 et 
OsSHR2 au cours de la callogénèse (Chapitre 3).  
Une partie de ce travail a été mené en collaboration avec l’équipe de K. Gallagher de 
l’université de Pennsylvanie, qui s’intéresse au développement racinaire chez A.thaliana, et 
plus particulièrement au rôle d’AtSHR dans ce processus. Cette équipe a récemment mis en 
évidence l’existence d’une conservation de fonction entre AtSHR et ses orthologues chez 
Brachypodium distachyon (BdSHR) et le riz (OsSHR1 et OsSHR2) (Wu, Lee et al. 2014). Cette 
conservation a également été démontrée pour le gène PtSHR de peuplier (Wang, Andersson-
Gunneras et al. 2011). Ces orthologues sont capables de restaurer la formation et l’identité 
de la couche d’endoderme disparue chez le mutant shr-2 d’A.thaliana. Plus surprenant, les 
trois gènes de monocotylédones induisent la formation de couches surnuméraires de cortex, 
en raison d’une mobilité plus importante de leurs protéines que celle de leur co-orthologue 
AtSHR (Wu, Lee et al. 2014). Cette étude a suggéré l’existence d’une corrélation entre un 
gradient de protéines SHR et la formation d’un nombre plus ou moins important de couches 
surnuméraires de cortex. Ce travail a permis d’aboutir à l’hypothèse suivante : une 
modification des propriétés de mobilité des protéines SHR pourrait expliquer les différences 
de nombres de couches entre A. thaliana, qui ne possède qu’une couche de cortex, et le riz, 
pour qui le nombre de couches peut s’élever à 12. Plusieurs questions sont alors soulevées : 
Quel est le rôle respectif des gènes OsSHR1 et OsSHR2 dans la mise en place de ce tissu? 
Existe-t-il un gradient de protéines dans les pointes racinaires chez le riz ? Existe-t-il une 
différence de mobilité entre OsSHR1 et OsSHR2? 
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Le cortex du riz présente des propriétés communes avec celui d’A.thaliana  
 
L’analyse anatomique du cortex dans les différentes racines de riz a permis de mettre en 
évidence des propriétés communes chez ces deux espèces. Il existe deux types de cortex 
chez le riz, appelés outer-cortex et inner-cortex. L’outer-cortex, semblable à la couche de 
cortex d’A.thaliana, est mis en place au niveau du méristème racinaire à partir des divisions 
des cellules initiales (Rebouillat, Dievart et al. 2009). Chez le riz, il comprend un nombre 
variable de couches dépendant du type racinaire et du stade de développement. L’outer-
cortex est également caractérisé par l’aptitude de ses cellules à former des aérenchymes. 
Ces cavités aérifères sont essentielles au bon développement du riz, puisqu’elles permettent 
une meilleure diffusion de l’oxygène dans les racines et une diminution des consommations 
énergétiques des cellules. L’inner-cortex, à l’image de la couche de middle-cortex chez 
A.thaliana, présente les mêmes spécificités anatomiques. Ses cellules ont la même forme 
d’ellipse aplatie, et présentent des parois plus lignifiées (Baum, Dubrovsky et al. 2002; 
Paquette and Benfey 2005). Chez A.thaliana, ce tissu a été récemment identifié comme un 
acteur dans la tolérance aux stress abiotiques (Cui 2015). De plus, AtSHR semble être 
impliqué dans sa formation. Une diminution transitoire du niveau d’AtSHR dans l’endoderme 
précède la division périclinale à l’origine de la formation de l’inner-cortex (Koizumi, Hayashi 
et al. 2012; Koizumi, Hayashi et al. 2012).  
Nous avons mis en évidence l’absence d’inner-cortex dans les trois types de racines 
latérales. Ce résultat suggère que, à l’image du sclérenchyme qui est absent des SLR et T-LLR 
(Kono, Igeta et al. 1972) et qui a un rôle de soutient chez les racines présentant des 
diamètres plus importants, la couche d’inner-cortex devrait avoir un rôle spécifique dans les 
racines où elle est formée. Cette variabilité de structure interne aurait probablement un rôle 
fonctionnel qui reste à déterminer. 
La plateforme d’imagerie MRI a récemment acquis un microscope multiphoton couplé à 
un vibratome. Cet outil nous a permis d’acquérir des images de coupes radiales de pointes 
racinaires sériées distantes de quelques microns. Nous avons donc prévu, à partir de 
segmentation d’images 3D, de reconstituer la mise en place des différents tissus racinaires. 
Ce projet de segmentation est en cours au laboratoire, en partenariat avec l’équipe Virtual 
Plant (INRIA, Montpellier). Notre hypothèse de travail est que la formation de l’inner-cortex 
résulterait de divisions démarrant soit au niveau de l’initiale CEEID, soit de divisions 
périclinales plus tardives de l’endoderme et que ces divisions se poursuivraient en formant 
une hélice dextrogyre. Après avoir compris et décrit cette mise en place, nous envisageons 
d’étudier le rôle des paralogues SHR1 et SHR2 dans ce processus. Dans un premier temps, 
l’analyse des mutants KO shr1 et shr2 nous permettra de confirmer leur implication dans 
cette mise en place, tel que cela a été décrit chez A.thaliana.  
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SHR1 et SHR2 interviennent dans la mise en place du cortex  
 
La fonction du gène AtSHR dans le développement et l’architecture racinaire chez 
A.thaliana est bien décrite dans la littérature. Ce gène est nécessaire à l’induction des 
divisions des cellules initiales à l’origine des différents tissus racinaires, au maintien du 
centre quiescent ainsi qu’à la spécification des tissus internes en endoderme (Long, Scheres 
et al. 2015). Les orthologues OsSHR1 et OsSHR2 sont capables de complémenter le mutant 
shr-2 d’A.thaliana (Wu, Lee et al. 2014), suggérant l’existence d’une conservation de 
fonction partielle. Dans le cadre de notre étude, nous avons étudié le rôle de ces gènes ainsi 
que celui d’AtSHR dans le développement racinaire du riz, et nos résultats ont mis en 
évidence une fonction identique de ces trois gènes dans la formation du cortex. En effet, 
l’expression des gènes SHR sous le contrôle du promoteur ubiquitine du maïs entraine des 
divisions méristématiques surnuméraires, conduisant à la présence de nombreuses couches 
de cortex, jusqu’à six fois plus que chez les lignées contrôles. Les trois lignées transgéniques 
présentent des grosses racines et des feuilles surenroulées. Cependant les mécanismes 
responsables de l’augmentation du nombre de couches de cortex semblent différents entre 
les lignées surexpresseurs SHR1 et SHR2/AtSHR d’autre part. En effet, il existe bien une 
corrélation entre la surexpression des gènes et des protéines SHR2 et AtSHR et la sévérité 
des phénotypes observés. La surexpression de SHR2 induit une augmentation des divisions 
conduisant à la formation de couches supplémentaires de cortex. Pour SHR1, aucune 
surexpression du gène ni de sa protéine n’a pu être observée parmi les plantes régénérées, 
alors que ces dernières présentent le même phénotype que les plantes OE SHR2 et OE 
AtSHR. Néanmoins, ces résultats suggèrent que SHR2 et SHR1 aient des fonctions distinctes. 
D’autres résultats confortent cette hypothèse. D’une part, l’analyse des fusions 
traductionnelles des 3 gènes SHR exprimés sous le contrôle du promoteur de SHR1 révèle la 
présence de phénotypes foliaires différents pour les trois constructions. Seule la lignée 
pSHR1:SHR2:GFP présente un enroulement des feuilles semblable à celui décrit chez les 
lignées surexpresseurs. Une hypothèse séduisante qui pourrait expliquer ce résultat, 
consiste à imaginer que la protéine SHR2 aurait une mobilité supérieure à celle de ses co-
orthologues SHR1 et AtSHR, résultat déjà démontré chez A. thaliana (Wu, Lee et al. 2014). En 
effet, le promoteur SHR1 s’exprime dans les faisceaux vasculaires de la racine (au niveau de 
la stèle) et des feuilles (au niveau des nervures). Les modifications anatomiques 
responsables du surenroulement des feuilles sont probablement dues à la disparition ou 
diminution du nombre des cellules bulliformes qui sont éloignées des tissus vasculaires, ce 
qui suggère une action à distance de la protéine SHR2 dans les lignées pSHR1:SHR2:GFP. Il 
serait alors intéressant de tester cette hypothèse, en vérifiant par immunolocalisation que la 
protéine SHR2 n’est pas exprimée naturellement dans les parties aériennes. D’autre part 
nous avons constaté de forts problèmes de régénération et de fertilité pour les lignées 
transgéniques surexpresseurs, mais pas pour les lignées KO. Cela signifie donc que 
l’expression ectopique des protéines SHR perturbe le développement des cals. Ce constat  
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Modèle hypothétique du rôle des gènes SHR1 et SHR2 dans la mise en place des tissus 
internes de la racine de riz 
SHR1 et SHR2 induisent la division anticlinale de la cellule initiale CEEI, ainsi que la division 
périclinale asymétrique de la CEEID à l’origine des différents tissus racinaires. Le nombre de 
couches de cortex formées, correspondant au diamètre racinaire, serait déterminé par le 
gradient de protéines (SHR2 et SHR1 à plus faible niveau). Ce gradient serait minimal dans 
les petites latérales et maximal dans les racines adventives les plus larges (en bas), et 
intermédiaires dans les autres cas. 
Abréviations : Sc=Sclérenchyme ; C=cortex ; E=Endoderme ; S=stèle ; CEEID=Initiale 
commune épiderme/endoderme ; c1, c2, c3 première, deuxième et troisième couche de 
cortex formées par une division périclinale formative de la CEEID. 
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est d’autant plus vrai pour SHR1, pour qui le taux de régénération des cals de la lignée OE 
SHR1 était beaucoup plus faible que ceux des lignées OE SHR2 et AtSHR. Nous avons ainsi 
supposé, étant donné qu’aucune surexpression n’a été observée dans les plantes 
régénérées, que les cals présentant un niveau élevé d’expression de SHR1 n’ont pas 
survécus. Ces observations ne nous permettent pas d’apporter de conclusions quant au 
fonctionnement de SHR1, mais elles suggèrent que les deux paralogues fonctionnent 
probablement différemment, sous-entendant ainsi une subfonctionnalisation des protéines 
SHR1 et SHR2. 
L’ensemble de ces résultats nous invitent à proposer un modèle hypothétique du 
fonctionnement des gènes SHR1 et SHR2 dans la mise en place des tissus internes 
racinaires : les deux protéines SHR seraient capables d’induire les divisions des cellules 
initiales filles (CEEID) situées dans le méristème et permettraient ainsi la formation des 
différentes couches de tissus internes. L’activation de ces divisions se ferait probablement 
avec la participation des gènes SCR1 et SCR2, ce qui semble être confirmé au moins pour 
SHR2. La protéine SHR2 aurait la particularité d’être plus mobile que SHR1 et de se déplacer 
dans toutes les couches de tissus internes. Elle pourrait donc être impliquée plus 
spécifiquement dans la variation du nombre de couches de cortex, et agirait selon un 
gradient de concentration et de diffusion. Les résultats issus de la complémentation obtenus 
chez A.thaliana supposent que les deux protéines sont nécessaires à la division anticlinale 
des initiales mères (CEEI) et à l’acquisition des identités des tissus internes. Cependant, sans 
l’analyse des mutants KO, il nous est difficile de conclure quant à la fonction exacte des 
gènes SHR dans cette mise en place chez le riz et quant à leur subfonctionnalisation.  
Ce modèle présente beaucoup d’imprécisions en raison du manque de données, en 
particulier concernant les lignées pertes de fonction. Plusieurs outils disponibles au 
laboratoire pourront nous permettre d’approfondir nos connaissances sur le 
fonctionnement de ces gènes dans un avenir proche. La priorité consistera à analyser 
l’anatomie racinaire des lignées KO shr1 et shr2, qui sont actuellement en serre au stade T0, 
afin de mettre en évidence les phénotypes associés à l’absence de chacune de ces protéines. 
Ces informations nous permettront de décrire leurs rôles respectifs dans la mise en place 
des tissus internes et de valider ou de corriger le modèle moléculaire proposé 
précédemment. Les doubles mutants nous permettrons de révéler une éventuelle 
redondance fonctionnelle complète ou partielle de ces deux gènes. A cela s’ajoute l’analyse 
des lignées transgéniques contenant les fusions traductionnelles pour les trois gènes SHR, 
qui permettra de confirmer une différence de mobilité des protéines, de comparer leurs 
cinétiques de diffusion et d’effectuer une corrélation entre les concentrations protéiques et 
le nombre de couches de cortex formées dans les différents types de racines. Ces lignées 
pourront également être utilisées afin de complémenter les mutants KO CRISPR. Il est tout 
de même important de souligner qu’à ce jour, aucun signal GFP n’a pu être clairement 
observé dans la génération T0. Les phénotypes observés suggèrent néanmoins que les 
constructions sont fonctionnelles, du moins pour SHR2. Nous effectuerons donc un nouveau 
criblage sur des plantules des lignées T1, en espérant observer un signal GFP.  
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Perspectives à plus longs termes 
 
L’ensemble de nos résultats nous a permis de proposer plusieurs hypothèses pour 
expliquer le fonctionnement des gènes SHR dans la mise en place des tissus internes chez le 
riz. Nos données sont encore insuffisantes pour construire un modèle complet, mais une 
série de résultats concernant les lignées KO ainsi que les analyses de mobilité des fusions 
SHR:GFP vont nous permettre de l’améliorer. A plus long terme, une nouvelle série 
d’expériences sera entreprise pour mettre en évidence une potentielle régulation post-
transcriptionnelle, comprendre les mécanismes responsables de l’apparition de couches 
surnuméraires dans les lignées OE SHR1 et identifier le réseau de gènes dans lequel SHR1 et 
SHR2 sont impliqués. 
A plusieurs reprises les résultats obtenus ont suggéré l’existence d’une régulation post-
transcriptionnelle du gène SHR1, avec notamment le fait qu’aucune surexpression de ce 
gène n’ait été observé dans la lignée surexpresseur, alors que des phénotypes forts ont été 
induits, similaires à ceux observés chez les lignées OE SHR2 et OE AtSHR. L’existence d’une 
régulation post-transcriptionnelle a été démontrée pour plusieurs orthologues, dont AtSHR 
(Helariutta, Fukaki et al. 2000; Lee, Colinas et al. 2006) et PtSHR (Jones 2011). En effet, 
plusieurs sites de polyadénylation dans le 3’UTR d’AtSHR ont été mis en évidence chez 
A.thaliana (Helariutta, Fukaki et al. 2000). Ces sites sont localisés différemment ce qui 
conduit à la formation de deux transcrits dans la plante. L’existence d’une régulation post-
transcriptionnelle d’AtSHR a été confirmée par l’étude de Lee et al. qui a mis en évidence ce 
type de régulations pour différents facteurs de transcription chez A.thaliana (Lee, Colinas et 
al. 2006). De même pour PtSHR, pour qui six isoformes issues d’épissages alternatifs dans le 
domaine GRAS ont été identifiées (Jones 2011). Aucune régulation post-transcriptionnelle, 
que ce soit par épissage alternatif ou polyadénylation, n’a été mise en évidence pour les 
gènes OsSHR1 et OsSHR2 à l’heure actuelle, mais sachant que leurs spécificités se 
concentrent dans leur 3’UTR et que cette zone a été démontrée comme fortement 
impliquée dans la régulation post-transcriptionnelle des gènes participant à des processus 
développementaux (Kuersten and Goodwin 2003), il est possible que ce mécanisme existe 
aussi chez le riz. Nous pourrions ainsi envisager plusieurs méthodes pour tester l’existence 
d’une régulation post-transcriptionnelle. Nous pourrions dans un premier temps comparer 
les phénotypes et les transcriptomes des lignées surexpresseurs avec ou sans 3’UTR, et sous 
le contrôle d’un promoteur inductible. Ce dernier permettrait de s’affranchir des problèmes 
de régénération causée par la surexpression. Nous pourrions également envisager de 
réaliser une lignée transgénique présentant un système de double rapporteur avec le 
promoteur du gène SHR1 ou SHR2 fusionné à deux protéines rapportrices différentes, dont 
la première serait suivie d’une région 3’UTR contrôle et la seconde du 3’UTR du gène 
d’intérêt. 
Comme tout facteur de transcription, OsSHR1 et OsSHR2 induisent de nombreuses cibles 
primaires et secondaires. En les identifiant nous pourrions ainsi connaitre le réseau de gènes 
dans lequel ils interviennent, et avoir ainsi une meilleure idée de leur fonctionnement et de  
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leur mode d’action. Afin d’identifier les cibles de SHR1 et SHR2, nous envisageons d’utiliser la 
méthode TARGET (Transient Assay Reporting Genome-wide Effects of Transcription factors) 
(Bargmann, Marshall-Colon et al. 2013) combinée à du RNAseq (Nagalakshmi, Waern et al. 
2001). Cette méthode permet d’identifier les cibles de facteurs de transcription (FT) via un 
système d’expression transitoire dans des protoplastes. Les facteurs de transcription étudiés 
sont fusionnés à la protéine GR (récepteur des glucocorticoïdes), et transformés dans les 
protoplastes. En présence de son ligand la dexamethasone, l’élément GR induit l’entrée du 
FT d’intérêt dans le noyau. L’absence ou la présence d’un traitement au cycloheximide 
(inhibiteur de traduction) des protoplastes transformés, permet d’identifier les cibles 
primaires des FT d’intérêt. Cette technique permettrait ainsi de distinguer les cibles 
primaires et secondaires des gènes SHR1 et SHR2.  
Nous avons présenté ici diverses techniques qui nous permettraient d’approfondir nos 
connaissances sur le fonctionnement des gènes SHR dans les racines de riz, mais il existe 
encore de nombreuses autres pistes à explorer, dont notamment le rôle de ces gènes dans 
l’architecture et la croissance foliaire. Ce rôle a déjà été mis en évidence chez le peuplier 
(Wang, Andersson-Gunneras et al. 2011), A.thaliana (Dhondt, Coppens et al. 2010) et le maïs 
(Slewinski, Anderson et al. 2012). Au cours de nos analyses, nous avons également mis en 
évidence que l’expression ectopique des gènes SHR1 et SHR2 du riz engendrait des 
perturbations dans l’organisation foliaire, résultant à un enroulement prononcé des feuilles. 
De plus, dans le contexte actuel de changement climatique qui nécessite de créer de 
nouvelles variétés plus adaptées aux conditions de sècheresse et plus économes en eau, de 
nouveaux projets cherchent à comprendre quels mécanismes et quels gènes diffèrent entre 
les plantes C3 et C4. Les plantes C4 sont connues pour avoir une photosynthèse plus 
efficace, grâce à un mécanisme de fixation du carbone différent de celui des plantes C3, qui 
repose sur la séparation spatiale de sa fixation et de son accumulation dans les cellules de la 
feuille. Les plantes C4 présentent une organisation différente des tissus internes, avec une 
disposition concentrique des cellules du mésophylle autour des cellules de la gaine, qui sont 
elles même plus nombreuses que chez les plantes C3 (Langdale, Lane et al. 1989). Des gènes 
clés tels que SHR et SCR ont été identifiés dans le contrôle de l’anatomie des plantes C4. En 
effet, les mutants perte de fonction de ces deux gènes chez le maïs présentent des 
perturbations au niveau de cette organisation, et plus particulièrement au niveau de la 
disposition des cellules de la gaine (Wysocka-Diller, Helariutta et al. 2000; Slewinski, 
Anderson et al. 2012; Slewinski, Anderson et al. 2014). Chez A.thaliana, SHR et SCR 
participent également à la spécification des cellules de la gaine, selon un mécanisme 
semblable à celui de la spécification de l’endoderme dans les racines, où SHR migre des 
tissus vasculaires à la couche adjacente formée par les cellules de la gaine, où elle active SCR 
(Gao, Wang et al. 2014). Ces gènes commencent à être utilisés dans des projets de 
conversion anatomique de plantes C3 en C4, tel que le « C4 project » de l’IRRI, qui consiste à 
appliquer cette stratégie sur le riz (http://c4rice.irri.org/). Cette conversion repose sur un 
réarrangement spatial des cellules de la feuille ainsi qu’à une modification d’expression de 
gènes impliqués dans la photosynthèse.  
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Pour conclure, l’analyse fonctionnelle comparée entre SHR1 et SHR2 a déjà permis 
d’amender le modèle proposé par Cui et al. (Cui, Levesque et al. 2007; Wu, Lee et al. 2014). 
Au-delà de cette étude, l’analyse de la fonction des gènes SHR de différentes espèces 
permettra de mieux comprendre la mise en place des tissus internes dans les racines et les 
feuilles, et donc de faire un lien entre l’évolution moléculaire des plantes terrestres et 
l’apparition de nouvelles fonctions.  
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Matériels 
Kits 
Le kit Nucleospin RNA d’extraction ARN provient de la compagnie Macherey-Nagel 
(Allemagne). Deux types d’enzymes de reverse transcription ont été utilisés : le kit M-MLV 
de la société Promega (EU) ainsi que le kit Super Script III cDNA First Strand synthesis de la 
compagnie Invitrogen (EU).Pour la qRT-PCR, le kit SYBR Green I de la société Roche (France) 
a été utilisé. Les PCR ont été réalisées avec les taq polymerases KOD Xtrem Hot Start et KOD 
Hot Start qui provenaient de la société Millipore (Allemagne).Diverses techniques de clonage 
ont été employées au laboratoire. Le système Gateway (vecteur intermédiaire pDONr) est 
proposé par la société Life Technology du groupe Thermo Fisher Scientific (EU). Le clonage 
des produits de PCR a été réalisé dans les vecteurs pCR-XL-TOPO de la société Invitrogen 
(EU) pour ensuite être transféré dans le vecteur final pCAMBIA 5300 (Australie). Les enzymes 
de restriction utilisées pour ces clonages ont été achetées auprès de la compagnie New 
England Biolabs (NEB, Grande-Bretagne) qui fournit aussi les tampons correspondants. 
D’autres clonages ont été réalisés directement par la société Genscript (EU).Pour l’analyse 
par RNAseq des échantillons surexpresseurs, les banques de cDNA ont été réalisées à l’aide 
des produits fournis par la société Illumina (EU), puis séquencés sur la plateforme de 
Génome et Transcriptome (GeT) de Toulouse (www.france-genomique.org).  
Matériel végétal 
Plantules de 6 jours : 
Toutes les expériences ont été réalisées sur des racines de la variété de riz sauvage 
Nipponbare (Oryza sativa L. japonica). Les graines sont dans un premier temps décortiquées 
manuellement à l’aide d’un décortiqueur. Elles sont par la suite stérilisées. Pour cela, elles 
sont désinfectées à l’éthanol 70% pendant 1 minute puis rincées plusieurs fois à l’eau 
distillée stérile. Elles sont ensuite stérilisées dans un bain d’eau de javel (v:v 20 :30) auquel 
sont ajoutées quelques gouttes de Tween 80 (Sigma-Aldrich P4780-500 mL) durant 30 
minutes, avant d’être rincées au moins 4 fois avec de l’eau stérile. Les graines sont ensuite 
semées sur des boites de Pétri de 20x20cm (Corning 431301; 20 cm x 20 cm) contenant 200 
ml de milieu MS/2. Les grains sont orientés embryons vers le bas, l’embryon sortant 
légèrement de l’agarose. Les boites de Pétri sont scellées avec du parafilm et disposées à la 
verticale dans la chambre d’acclimatation (12h de lumière par jour, 28°C/25°C jour/nuit, 
intensité lumineuse : 500 µEm-2s-1, humidité relative de 55%), faisant un angle d’environ 
40° avec le support.  
Plantes cultivées en hydroponie : 
Après une pré-germination, les plantules de variété Nipponbare ont poussé dans un 
système d’hydroponie dans une chambre de culture en conditions contrôlées (12h de 
lumière par jour, 28°C/25°C jour/nuit, intensité lumineuse : 500µEm-2s-1, humidité relative 
de 55%). Le système d’hydroponie est constitué de 2 boites en plastique d’une contenance 
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de 60 litres. Chacune d’entre elles est remplie de 30 litres de solution CIRAD. Un tapis en 
mousse percé est ajouté au dispositif. Quatre-vingt trous sont réalisés sur chacun des tapis 
pour contenir les plantules. Une pompe est disposée au fond de la cuve pour homogénéiser 
la solution. La solution est maintenue à un pH de 5.4±0.2, et changée toutes les 2 semaines.  
Cals  
Les cals embryogènes étudiés sont obtenus par la mise en induction de grains. Selon 
les expériences menées, différents grains ont été utilisés. Les multiples transformations 
génétiques qui ont lieu au laboratoire ont été réalisées sur des grains Nipponbare mis en co-
culture avec la souche EHA105 d’Agrobacterium tumefaciens. Pour l’étude de la 
régénération, trois types de cals ont été étudiés, provenant de la mise en induction de grains 
Nipponbare sauvage, de grains d’une lignée fixée homozygote contenant l’insert pUBI::GUS, 
et de grains de la lignée fixée homozygote pSHR1::GUS.  
 
Protoplastes 
Les protoplastes utilisés ont été faits à partir d’explant de feuilles ou de pointes 
racinaires de plantules âgées de 7 jours selon le protocole de Zhang et al.(Zhang, Zhang et al. 
2011). 
Méthodes 
 
Extraction des acides nucléiques 
Extraction ADN  
Cent mg de feuilles sont aliquotés dans des tubes eppendorf de 2ml. Les échantillons 
sont lyophilisés toute une nuit à -80°C, puis broyés après introduction de deux billes dans 
chaque tube à l’aide du broyeur (30 coups/s, 2 fois 1 min30). Après centrifugation des tubes 
900µl de MATAB sont ajoutés pour resuspendre la poudre. Les tubes sont vortexés et 
incubés 45-60 minutes à 72°C. 900µl de CIAA sont ajoutés à chaque tube. Après une 
agitation par retournement, les tubes sont centrifugés (10 min 6000 rpm à température 
ambiante). La phase aqueuse est transvasée dans un nouveau tube auquel on ajoute 720µl 
d’isopropanol. Après une centrifugation (20minutes à 6200g) le surnageant est éliminé et 
300µl d’éthanol 70% sont ajoutés. Les tubes sont de nouveau centrifugés (10 minutes à 6200 
g) et les surnageant éliminés. Les tubes sont séchés durant 1h à 37°C puis re-suspendus 
toute une nuit dans 50 µl d’eau stérile. Les concentrations en ADN des échantillons sont 
calculées par le Nanoquant 200 Pro Tecan. La qualité des ADN est vérifiée par 
électrophorèse sur gel d’agarose. 
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Extraction ARN  
Les ARN totaux des échantillons (feuilles et ou racines) sont extraits par le kit 
nucleospin RNA de Macherey –Nagel selon le protocole fournit dans le kit. Les échantillons 
sont auparavant broyés dans de l’azote liquide et conservés à -80°C. La concentration et la 
qualité des ARN des échantillons sont calculées/évaluées par le Bionalalyzer Agilent 2100 ou 
le NanoDrop ND-1000 Spectro. La qualité des ARN est confirmée par électrophorèse sur gel 
d’agarose. 
 
Analyse de l’expression des gènes 
 
La synthèse de cDNA a été réalisée en utilisant le kit M-MLV (Promega) ou le kit Super 
Script III cDNA First Strand synthesis (Invitrogen). Entre 200 et 500ng d’ARN sont utilisé selon 
les extractions. Les proportions en eau RNase free, dNTP, reverse transcriptase et oligos dT 
ont été incorporées selon les indications présentes dans les protocoles des kits respectifs. 
 L’expression des gènes a été analysée à partir de ces ADNc par qRT-PCR et RT-PCR 
pour les gènes pour lesquels nous n’avons pas pu trouver d’oligonucléotides spécifiques 
utilisables en qRT-PCR. 
Les qRT-PCR sont réalisées sur le système LightCycler 480 (Roche). Chaque 
échantillon contient 4µl SYBR Green Mater Mix (Roche), 0.8µl de primers Reverse et Forward 
(à 10 µM), 2 µl de cDNA dans un volume final de 10µl. Le programme d’amplification est le 
suivant : dénaturation de 5min à 95°C ; amplification (20 sec 95°C, 15 sec 60°C, 20 sec 72°C) 
avec 45 cycles ; courbe de fusion de 5 sec à 95°C et 1min 65°C puis un refroidissement de 30 
min à 40°C. Deux répétitions sont réalisées pour chaque gène étudié. Le niveau d’expression 
du gène de référence EXP’ (Os06g11070) a été utilisé pour normaliser les niveaux 
d’expression des gènes cibles. La quantification relative de l’expression des gènes est 
calculée selon le modèle décrit dans (Souaze, Ntodou-Thome et al. 1996). Les primers 
utilisés ont une efficacité entre 1.8 et 2.2 et sont décrits dans le Tableau 1.  
Les PCR semi-quantitatives ont été réalisées avec les taq KOD Hot Start (pour le gène 
At4g37650) et la KOD Xtrem Hot Start (pour les gènes Os07g39820 et Os03g31880). Les 
analyses ont été menées en suivant les protocoles des fournisseurs, avec des primers 
spécifiques à chacun des gènes décrits dans le Tableau 1. La qualité et l’expression des gènes 
ont été évaluées sur par électrophorèse sur gel d’agarose. Tous les échantillons ont été 
extraits et rétrotranscrits en même temps afin de limiter les biais. Un contrôle de la RT-PCR a 
été effectué avec un couple de primers témoin appelé Exp’ (primers pour un gène stable 
dans le riz). Un contrôle négatif « eau » a également été réalisé.  
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Tableau 1 : Primers utilisés 
Primers RT-PCR séquences 
SH 106 RT-PCR_AtSHR_1_FWD CACGTGGAAGCCCTAGAGAC 
SH 107 RT-PCR_AtSHR_1_REV CCATCGACCAAACACCTTCT 
SH 110 RT_PCR_SHR1_FWD TCGAGTCCTTCCTGGAGGT 
SH 111 RT_PCR_SHR1_REV TACGCCGAGAAGAAGCGCAA 
SH 113 RT_PCR_SHR2_REV1 CGCCGAGAAGAAGCGGAG 
SH 114 RT_PCR_SHR2_FWD2 CTCCTCGTCGTCTTCATCGT  
EXP FWD CGGTTAGCTAGAGTTCATGTGAGA 
EXP REV ATTGGAGTAGTGGAGTGCCAAA 
Primers qRT-PCR  
SH 3 _SHR1_FWD TAAGCTAGCAAGCTCTCTCGTG 
SH 4_SHR1_ REV ACCCTACATGCCTTTGTGTGAG 
SH 11_SHR2_FWD GCGTGTACGTACTTAGGGTTTTTC 
SH 12_SHR2_REV TGTGTTTTGCTACCTCCTCTCC 
SH 130_qPCR_AtSHR_FWD GTTTTCCAAGGACGAGCAAC 
SH 131_qPCR_AtSHR_REV CACAAGCCACAAGATCAACG  
EXP FWD CGGTTAGCTAGAGTTCATGTGAGA 
EXP REV ATTGGAGTAGTGGAGTGCCAAA 
Primers TILLING  
SH 37 403336 FWD GCCGGACCTCAACCTCGACT 
SH 46 403336 REV GCAGCGAGTTGACGCAGTTG 
Primers clonage  
pSHR2_HindIII_FWD ATAAGCTTATAGCTGGCCATACTAAACTTGCT 
pSHR2_XbaI_REV ATTCTAGACTAGACCTAAGACACCTGCAGT 
CDS_OsSHR2_FWD ATTCTAGACTTCTTCCATTTCAACCCCTTG 
CDS_OsSHR2_REV ATGGATCCCTAGACCTAAGACACCTGCAGTAGTAG 
RNAi_SHR1_FWD AAAAAAGCAGGCTGCTGTTTAGGTTGGTTAGCCTCCA 
RNAi_SHR1_REV AAGAAAGCTGGGTCGCTGTTGCTGCTGTGGTGGT 
RNAi_SHR2_FWD AAAAAAGCAGGCTGACCAGCCGCACAAGTCGTA 
RNAi_SHR2_REV AAGAAAGCTGGGTCGCCTCCACCACCCTGGTAAT 
 
Banque RNAseq 
Dans un premier temps les ARN sont extraits selon le protocole décrit 
précédemment. Ils sont dosés avec le Bioanalyzer Agilent 2100. Seuls les ARN de très bonne 
qualité sont utilisé pour la banque (RIN >7.5) et en quantité suffisante (>250ng/µl). La 
banque RNAseq a été construite selon le protocole expérimental fourni par Illumina, basé 
sur les étapes suivantes : purification et fragmentation des ARNm, synthèse des ADNc 
double brins, réparation des extrémités, adénylation des extrémités 3’, ligation des 
adaptateurs et amplification par PCR. Avant le séquençage la qualité des échantillons est 
vérifiée par un nouveau dosage au Bioanalyzer Agilent 2100 avec les puces Agilent DNA 
7500. Le séquencage est réalisé sur un séquenceur Illumina HiSeq2500 sur la plateforme 
Génome et Transcriptome (GeT) de Toulouse.  
200 
 
Les alignements des reads sur le génome du riz ont été réalisés par le bioinformaticien 
Gaëtan Droc. Une analyse qualitative a été menée sur l’ensemble des données : un ratio 
entre le nombre de reads des échantillons de la classe A sur d’échantillon de la classe B pour 
une même lignée a été calculé. Avant de procéder au calcul des ratios, il a fallu effectuer un 
nettoyage des données : 
- Suppression des gènes ne présentant aucun reads pour aucun des deux phénotypes.  
- Suppression des gènes pour lesquels une différence inférieure à 30 reads entre les 
deux phénotypes. 
- calcul du ratio reads phénotype classe A/ reads phénotype classe B 
Nous avons considéré un gène comme régulé si ce différentiel d’expression était 
supérieur à 3 ou inférieurs à 0,3. Une liste des gènes activés et inhibés est réalisée pour 
chaque lignée, et sert de données pour la réalisation de diagrammes de Venn, réalisés grâce 
au site internet http://bioinformatics.psb.ugent.be/webtools/Venn/. Les diagrammes 
représentant les voies métaboliques empruntés par les gènes régulés et les diagrammes 
illustrant les facteurs de transcription représentés par ces gènes sont réalisés à partir du 
logiciel Mapman (http://mapman.gabipd.org). 
 
Analyses protéiques 
Western Blot 
Extraction des protéines : 
Entre 200 et 500 mg de tissus foliaire sont broyés dans l'azote liquide puis 
homogénéisés dans 1 mL de tampon d'extraction (Tableau 12). L'homogénat est centrifugé 
15 min à 15 000 tr/min à 4°C. Il peut être nécessaire de réaliser une seconde centrifugation 
de 5 min dans les mêmes conditions pour obtenir un surnageant dépourvu de débris. Le 
surnageant est aliquoté et immédiatement placé à -20°C. Un des aliquots est utilisé pour 
doser les protéines totales extraites selon la méthode de Bradford et réaliser le western. 
Séparation des protéines sur gel d’acrylamide 
Environ 50 µg de protéines totales solubles sont déposés sur un gel d’acrylamide 8%, 
1,5mm (système midget). Dans le dépôt : 45µl de protéines + 5µl de tampon de charge 10X 
(Tableau 12). Dénaturation de 2 minutes à 100°C (bain sec) avant le dépôt sur gel. La 
migration est de 2 heures selon le programme suivant : 50mA constant voltage 300V, kWh 
au maximum.  
Transfert des protéines sur la membrane : 
La membrane imbibée de méthanol est déposée sur le gel de migration. De part et 
d’autre sont disposés une éponge et du papier whatmann tous les deux imbibés de tampon 
de transfert. Le transfert s’effectue à 4°C (dans la glace) durant 1h30 à 80V. 
Blocage de la membrane : 
La membrane est disposée dans une boite cristal contenant du BSA 10%, sous 
agitation pendant 1heure à température ambiante. 
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Premier anticorps : 
L’incubation se fait dans le PBS-tween 0,2% à température ambiante sous agitation 
durant 1h. 20ml d’anticorps (à dilution variable selon la nature de l’anticorps) est appliqué 
sur les membranes dans les boites cristal.  
 
Second anticorps : 
Après trois rinçages de 5 min dans le plus grand volume possible de PBS-Tween 0,2% 
à température ambiante sous agitation, l’incubation avec le deuxième anticorps se fait dans 
les mêmes conditions que pour le premier avec une dilution variable selon le type 
d’anticorps secondaire (1/500 à 1/1000) durant au moins 30 minutes sous agitation à 
température ambiante. La membrane est ensuite rincée successivement deux fois avec du 
PBS-Tween 0,2%, et une fois avec du PBS 1X. 
 
Révélation : 
Les anticorps utilisés au laboratoire sont couplés à un fluorochrome. Après un rinçage 
et séchage de la membrane, 4ml d’Immobilion (Millipore) (v:v) est appliqué pendant 5 
minutes.  
Immulocalisation : 
 Anticorps pariétaux 
Les coupes radiales sont réalisées comme le protocole décrit précédemment dans la 
partie phénotypage racinaire et rincées une première fois durant 10 minutes avec de la 
glycine 0.1 M complétée à du PBS 1X. Puis les coupes radiales sont rincées deux fois 10 
minutes au PBS1X. Ensuite les coupes sont disposées dans des lames à chambre (Lab-Tek 
177402 sur lesquelles est ajouté 150 µl de Blocking Buffer 4% sous agitation toute une nuit à 
4°C. L’anticorps primaire dilué 1/10 est appliqué sur les coupes sous agitation toute une nuit 
à 4°C. Avant l’application de l’anticorps secondaire, les coupes sont rincées trois fois au PBS 
1X. L’anticorps secondaire est couplé à un fluorochrome (Alexa 561 anti-rat ou Alexa 561 
anti-mouse) et dilué 500 fois dans le Blocking Buffer. Les coupes sont incubées deux heures 
en présence de l’anticorps secondaire sous agitation à température ambiante avant d’être 
rincées trois fois au PBS1X pendant 10 minutes puis montées entre lame et lamelle. Une fois 
montée il est nécessaire de sécher la lame au moins 36 heures à 4°C à l’obscurité. 
Les lames sont observées au microscope confocal Zeiss LSM 510 ou le microscope 
confocal Leica SP8 aux grossissements 20x et 40x pour les lignées surexpresseurs, 40x pour 
les séminales et 60x pour les latérales. Les parois cellulaires sont visualisées grâce à leur 
autofluorescence (720 nm avec le laser chaméléon ou à 405nm). L’anticorps secondaire est 
visualisé avec une excitation autour de 550nm (laser Helium Neon à 543nm ou laser 561nm). 
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Anticorps spécifiques 
Les immunolocalisations des anticorps spécifiques ont été réalisées par l’entreprise 
Histalim sur des échantillons fixés de racines de lignées surexpresseurs et des racines des 
plantes contrôle (vecteur vide).  
Les anticorps OsSHR1 & OsSHR2 ont été synthétisés par Eurogentec (France) dont les 
séquences sont visibles dans le Tableau 2 et l’anticorps AtSHR a été fourni par l’équipe de 
Malcom Bennet (université de Nottingham). 
 
 Tableau 2 : séquence peptidiques des anticorps spécifiques 
 
Nom Anticorps Séquence peptidique Taille peptide 
OsSHR1 YYLEPYQEECGNAPHH 16 AA 
OsSHR2 CSPPDQPHKSYPSSRG 16 AA 
 
 Le protocole se résume aux étapes suivantes : 
- Déparaffinage 
- Démasquage 
- Incubation Anticorps I 
- Incubation Anticorps II (linker utilisé pour les immunolocalisation SHR1 et AtSHR) 
- Incubation multimère 
- Révélation DAB 
- Contre coloration Hématoxyline (coloration des noyaux) 
- Post contre coloration Bluing Reagent (solution de lithium carbonate) augmente le 
contraste de l'hématoxyline) 
Colorations  
Coloration FASGA 
La coloration est réalisée sur des coupes fraiches d’agarose. Avant l’incubation dans 
la coloration FASGA une décoloration de 30 à 60 secondes dans de l’hypochlorite de sodium 
(NaClO) à 12% est nécessaire, suivie de 3 rinçages de 1 minute dans de l’acide acétique 5% 
(CH3COOH). L’incubation dans la solution FASGA est faite sur 12h (toute une nuit) à 
température ambiante, à l’obscurité, sous agitation. Il est ensuite nécessaire de rincer deux à 
trois les coupes à l’eau distillée. Le dernier rinçage s’effectue 12 h sous agitation à 
température ambiante.  
 
Coloration au X-Gluc : 
Les échantillons sont préfixés dans de l’acétone 90% à -20°c pendant 30 minutes, puis 
rincés 2 à 3 fois à l’eau distillée. Ajout du tampon GUS, et infiltration sous vide pendant 15 
minutes (casser le vide régulièrement). Les échantillons sont ensuite incubés avec la solution 
X-Gluc pendant toute une nuit à 37°C. Le tampon GUS est ensuite retiré et les échantillons 
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rincés plusieurs fois à l’eau distillée. Une décoloration à l’éthanol 70% peut s’avérer 
nécessaire pour mieux voir le signal GUS dans les parties aériennes. 
 
Clonages 
Fusions traductionnelles  
Le promoteur du gène OsSHR1 a été sous cloné dans un vecteur pCAMBIA5300 dans 
lequel a été inséré préalablement la protéine GFP et un terminateur tNOS. Les gènes SHR1, 
SHR2, AtSHR sans les codons stop ont été insérés en phase avec la GFP en utilisant un site 
EcoRI. Le même linker que celui décrit dans (Wu, Lee et al. 2014) a été inséré entre la 
séquence de la protéine d’intérêt et la protéine rapportrice GFP.  
 
Lignées RNAi : 
Les ARNdb sont synthétisés à partir d’une PCR sur l’ADN génomique en ajoutant les 
sites de clonage à l’extrémité des primers. Ces ARN db ont été clonés dans le vecteur 
intermédiaire pDonR par une réaction Gateway BP, puis dans le vecteur final pBios738 par 
une réaction Gateway LR. 
 
CRISPR/Cas9 : 
Les sgRNA ont été introduits dans le vecteur pH-Ubi-cas9 par clonage golden gate, 
avec l’utilisation d’une enzyme de restriction de type II BsaI. Les sgRNA sous contrôle du 
promoteur de riz nucléaire U3 sont sous-clonés dans un vecteur binaire contenant la CAS9 
codon optimisée pour le riz sous le contrôle du promoteur de l’ubiquitine de maïs (Miao, 
Guo et al. 2013). 
 
Transformation du riz 
Induction des grains : 
Les grains sont dans un premier temps désinfectés comme décrit précédemment 
(Matériel végétal, plantule à 6 jours) puis transférés à l'aide d'une spatule dans une boîte de 
pétri (Optilux 100 x 20cm) contenant le milieu d'induction NB, à raison de 12 grains par 
boite. Les boîtes de culture sont mises en incubation à l'obscurité à 28C pendant 20 jours. 
Les scutellum des embryons ont formé des cals primaires de diamètre 0.5 à 1 cm, qui sont 
transférés sur du milieu NB (boîtes Optilux 100 x 15cm) à raison de 30-50 par boite. Les 
boites sont remises à l’obscurité à 28C pendant 10 jours. 
Transformation des cals :  
Quatre jours avant le jour de la co-culture, les Agrobactéries (agrobacterium 
tumefaciens de la souche EHA105 sont transformées par électroporation puis sont 
ensemencées dans 50 ml de milieu liquide LB contenant les antibiotiques appropriés à 28C 
pendant une nuit. 200μl de cette culture servent à ensemencer une boîte de milieu AB, 
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incubée pendant 3 jours à 28C. Les bactéries sont ensuite collectées et transférées dans 30 
ml de milieu R2-CL, dont la densité optique (DO) est ajustée à 1. Vingt-cinq ml de cette 
suspension sont transférés dans la boîte de Petri contenant une cinquantaine de cals 
sélectionnés (entre 3 et 5 mm de diamètre, de forme sphérique, de couleur jaune pâle) 
pendant 10 minutes. Les cals sont ensuite séchés et disposés à raison de 10 par boite sur le 
milieu de co-culture R2-CS pendant 3 jours à l’obscurité à 25C.  
Sélection des cals résistants : 
A l’issue de ces 3 jours les cals sont transférés sur le milieu de sélection R2-CS sur 
lequel ils resteront 2 semaines à l’obscurité à 28C. Les cals co-cultivés sont alors transférés 
sur un deuxième milieu de sélection NBS et placés à l’obscurité à 28C. Après une semaine, 
les boites sont ouvertes pour ré-oxygéner les cals. Les proliférations résistantes formées sont 
étalées tout autour du cal cocultivé d’origine au contact du milieu sélectif. Les boites sont 
ensuite remises en incubation dans les mêmes conditions. 
Régénération des cals : 
Les cals résistants sont transférés sur le milieu de pré-régénération P-RN boîtes 
Optilux (100 x 15cm) et mis en incubation à l'obscurité à 28C pendant 7 jours. Durant cette 
semaine les cals vont grossir et devenir opaque.Les cals s’étant développés sont ensuite 
transférés sur le milieu de régénération RN en boîtes Optilux (100 x 15cm) à raison de 7 par 
boites. Ils sont dans un premier temps conservés 2 jours à l’obscurité à 28°C puis transférés 
en chambre de culture sous lumière continue (intensité lumineuse : 500µEm-2s-1) à 28°C. 
Après 3 semaines de culture, les cals verdissent et développent des tiges. 
 
Développement des plantes transgéniques : 
Les cals régénérants sont transférés dans des tubes à essai en verre contenant 25ml 
du milieu d’enracinement MS. Les cultures sont alors conservées dans les mêmes conditions 
durant 3 à 4 semaines au cours desquelles se développent les plantes transformées.  
 
Test antibiotique 
Vingt grains par lignée étudiée sont stérilisés selon le protocole décrit précédemment 
(Plantule 6 jours) et disposés dans une boite de Pétri stérile (Optilux 100*20cm) contenant 
du papier Whatmann stérile et 5ml de milieu MS/2 liquide. Les boites de Pétri sont scellées 
avec du parafilm et disposées dans la chambre d’acclimatation (12h de lumière par jour, 
28°C/25°C jour/nuit, intensité lumineuse : 500µEm-2s-1, humidité relative de 55%) pendant 
3 jours. Après germination, les plantules sont transférées dans de nouvelles boites de Pétri 
(optilux 100*20cm) dans lesquelles sont ajoutés du papier Whatmann stérile et 5ml de 
milieu MS/2 liquide contenant de l’hygromycine à 50mg/l. les boites sont remise dans les 
chambres d’acclimatation dans les mêmes conditions pendant 2 à 3 jours. Après ces 3 jours 
les plantules résistantes ont poussé et sont restées vertes tandis que les plantes non 
transformées meurent en présence de l’antibiotique.   
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Phénotypage racinaire des lignées TILLING 
 
Un suivi quotidien de la croissance foliaire et racinaire a été effectué sur trois 
individus Ho et leurs SN pour chacune des lignées TILLING. Pour chaque analyse, 10 graines 
de chaque individu homozygote (soit 30 individus par mutation) ont été semées en même 
temps que leurs contrôles (SN et Nipponbare). Après 6 jours de croissance sur plaque, les 
plantules sont prélevées et les racines fixées afin d’être analysées. Les pointes racinaires 
sont coupées radialement au vibratome (Epaisseur des coupes 60µm, vitesse 30, fréquence 
70, amplitude 0,7).  
Analyse de croissance : 
Les grains sont semés selon le protocole décrit dans la partie Matériel Végétal. Les 
croissances de la partie aérienne et de la racine séminale sont suivies tous les jours après la 
germination. Pour l’analyse des lignées TILLING 30 individus par lignées sont étudiés (WT et 
homozygote). Les données sont ensuite analysées par un script sous R, qui calcule les 
moyennes de chaque échantillon pour chaque critère décrits dans le Tableau 3.  
 
Tableau 3 : critères évalués pour l’analyse de croissance des plantules 
Longueur 
Feuille 2 
jour 1 
Longueur 
Feuille 2 
jour 2 
Longueur 
Feuille 2 
jour 3 
Longueur 
Feuille 2 
jour 4 
Longueur 
Feuille 2 
jour 5 
Longueur 
Feuille 2 
jour 6 
Longueur 
Feuille 3 
jour 6 
Longueur 
séminale 
jour 1 
Longueur 
séminale 
jour 2 
Longueur 
séminale 
jour 3 
Longueur 
séminale 
jour 4 
Longueur 
séminale 
jour 5 
Longueur 
séminale 
jour 6 
Analyse des coupes radiales : 
Les racines sont récoltées après 6 jours de croissance dans la chambre 
d’acclimatation (16h de de lumière par jour, 500 µEm-2s-1, 28°C/25°C jour/nuit). Les racines 
sont sectionnées avec des ciseaux stériles à 2 cm au-dessus de l’apex et alignées au niveau 
des pointes racinaires par groupe de 3 à 8 racines. Les groupes de racines sont recouvert 
d’agarose liquide concentré à 3% (en utilisant une pipette de 1 ml). Une fois l’agarose 
contenant les racines alignées est légèrement durci, il est prélèvé à l’aide d’une pince puis 
introduit dans un puit contenant de l’agarose 3% chaud (50°C). Après solidification (30 à 40 
minutes), les blocs d’agarose contenant les racines sont coupés au vibratome Hm650v 
(Epaisseur des coupes 60µm, vitesse 30, fréquence 70, amplitude 0,7) à 0.5 cm au-dessus de 
l’apex. Les coupes sont placées sur lame de verre et observées au microscope Leica DM4500 
au grossissement 40x. L’autofluorescence des parois cellulaires des cellules est visible dans 
les UV et permet une analyse fine des paramètres racinaires décrits dans le tableau 3. Les 
photos des coupes radiales sont acquises avec le filtre « A » par la caméra Retiga 2000R 
(QIMAGING, Canada) sous le logiciel Volocity (improvision, GB).  
Les paramètres étudiés décrits dans le Tableau 4 sont comparés entre les lignées 
grâce à des tests statistiques : test d’analyse de variance ANOVA suivi d’un test de 
comparaison multiple (test de Newman et Keuls), avec un seuil de significativité de 1%. Les 
analyses sont faites à partir du logiciel SAS. 
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Tableau 4 : critères anatomiques analysés pour les coupes radiales de racines 
Nombre 
de FCV 
Diamètre 
de la 
racine 
Nombre 
de 
couches 
de 
cortex 
Nombre de 
cellules 
d’endoderme 
Nombre 
de 
cellule 
d’inner 
cortex 
Nombre de 
divisions 
anticlinales de 
l’endoderme 
Nombre de 
divisions 
periclinales de 
l’endoderme 
Nombre de 
divisions 
anticlinales 
du cortex 1 
Nombre de 
divisions 
periclinales 
du cortex 1 
 
Milieux de culture, solutions, tampons 
 
Tableau 5 : Milieu MS/2  
composants Concentration 
Agarose type II (sigma) 8g/l 
milieu Murashige & Skoog (Dushefa) 2.15g/l 
vitamines Murashige & Skoog (Dushefa) 75mg/l 
Eau distillée 1l 
 
 
Tableau 6 : Milieux de culture  
Nom du milieu composants Concentration 
LB Bacto-tryptone  
Bacto yeast extract 
NaCl 
Eau distillée 
10g/l 
5g/l 
10g/l 
1l 
AB Difco bacto Agar 15g/l 
glucose 5g/l 
Tampon AB : K2HPO4 
NaH2PO  
Eau distillée 
60g/l 
20g/l 
50ml 
Sels AB : NH4Cl  
MgSO4.7H2O  
KCL 
CaCl2  
FeSO4.7H2O 
Eau distillée  
20g/l 
6g/l 
3g/l 
0.20g/l 
50mg/l 
50ml 
Eau distillée 900ml 
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Milieux de transformation du riz : 
 
Tableau 7 : milieux de transformation 
Nom du milieu composants Concentration 
NB-Basic N6 Macro 
FeNaEDTA 
B5 Vitamins 
B5 Micro 
Myo-inositol 
Proline 
Glutamine 
Hydrolysat de caseine 
50 ml/L 
10 ml/L 
10 ml/L 
1 ml/L 
100 mg/l 
500 mg/l 
500 mg/l 
300 mg/l 
R2-Basic R2 Macro I 
R2 Macro II 
R2 FeNaEDTA 
R2 Micro 
R2 Vitamins 
100 ml/L 
100 ml/L 
10 ml/L 
1ml/L 
25 ml/L 
NB (pH=5.2) 
Induction des cals 
Multiplication des cals 
NB Basic + 
Saccharose 
2,4-D 
Phytagel 
 
30 g/l 
2.5 g/l 
7 g/l 
R2-CL (pH=5.2) 
Co-culture liquide 
R2 basic+ 
Glucose 
2,4-D 
Acétosyringone 
 
10 g/l 
2.5 g/l 
100µM 
R2-CS (pH=5.2) 
Co-culture solide 
R2-CL + 
Phytagel 
 
7g/l 
R2S (pH=5.8) 
Selection I 
R2 Basic + 
Saccharose 
2,4-D 
Phytagel 
Céfotaxime 
Vancomycine 
Hygromycine 
 
30 g/l 
2.5 g/l 
7/l 
400 mg/l 
100 mg/l 
50 mg/l 
NBS (pH=5.8) 
Selection II 
NB Basic + 
Saccharose 
2,4-D 
Phytagel 
Céfotaxime 
Vancomycine 
 
30 g/l 
2.5 g/l 
7/l 
400 mg/l 
100 mg/l 
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Hygromycine 50 mg/l 
P-RN (pH=5.8) 
Pré-régénération 
NB Basic + 
Saccharose 
Phytagel 
Céfotaxime 
Vancomycine 
Hygromycine 
ABA 
BAP 
ANA 
 
30 g/l 
7/l 
400 mg/l 
100 mg/l 
50 mg/l 
5 mg/l 
2 mg/l 
1 mg/l 
RN (pH=5.8) 
régénération 
NB Basic + 
Saccharose 
Phytagel 
BAP 
ANA 
 
30 g/l 
4/l 
1 mg/l 
1 mg/l 
MS (pH=5.8) 
enracinement 
MS 
Vitamine MS 
Saccharose 
Phytagel 
4.3g/l 
103mg/l 
50g/l 
2.6g/l 
 
Tableau 8 : Milieu de culture hydroponie (solution CIRAD) 
Solutions Sels Poids 
moléculaire 
Solution 
mère (g/L) 
Concentration 
Solution mère 
Volume 
pour 20 L 
NH4+Mg (NH4)2SO4 
MgSO4,7H2O 
132,14 
246,49 
33 
197,2 
250 mM 
800 mM 
40 mL 
Ca+K Ca(NO3)2,4H2O 
KNO3 
236,15 
101,11 
141,7 
35,4 
600 mM 
350 mM 
40 mL 
FeEDTA FeSO4,7H2O 
Na2EDTA 
278 
372,24 
5,56 
7,44 
20 mM 
20 mM 
60 mL 
 
 
Oligo-
éléments 
MnSO4,4H2O 
(NH4)6Mo7O24,4H2O 
ZnSO4,7H2O 
CuSO4,5H2O 
H3BO3 
169,02 
1235,6 
287,54 
249,68 
61,83 
1,7 
0,2 
0,2 
0,2 
1,4 
10 mM 
0,16 mM 
0,7 mM 
0,8 mM 
22,6 mM 
 
 
40 mL 
KH2PO4 KH2PO4 136,09 27,2 200 mM 80 mL 
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Tableau 9 : Solutions pour immunolocalisation 
Nom du milieu composants Concentration 
PBS 10x (pH=7.4) 
Tampon 
Na2HPO4 9.94g/l 
NaH2PO4 3.6g/l 
NaCl 70.128g/l 
KCl 2g/l 
Eau DEPC 1l 
PFA 4% 
Solution de fixation 
Paraformaldéhyde 
NaOH 10N 
PBS 10X 
Eau bi distilée  
10g 
50µl 
25ml 
200ml 
Blocking Buffer 10% Bovine Serum Albumine 
PBS1X 
10mg 
1ml 
 
Tableau 10 : Tampon GUS 
 Nom du milieu composants Concentration 
X-GLUC 50mM DMSO 
X-Gluc 
500ml 
12.5mg 
X-GLUC Ferri Ferro Ferri 100mM 500µl 
Ferro 100mM 500µl 
Triton 10% 1ml 
XGluc 50mM 50ml 
 
Tableau 11 : Solutions d’histologie  
 Nom du milieu composants Concentration 
Safranine 1% Safranine 
Acétate de sodium 
Formaldéhyde 
Ethanol absolu 
Eau distillée 
1g 
1g 
2ml 
75ml 
25ml 
Bleu alcian 0.5% Bleu Alcian 8GX 
Ethanol absolu 
0.5g 
10ml 
Solution mère 
FASGA 
Safranine 1% 
Bleu alcian 0.5% 
Acide acétique 
Glycérine 
Eau distillée 
2ml 
14ml 
1ml 
30ml 
19.5ml 
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Tableau 12 : Tampons pour Western Blot  
 Nom du milieu composants Concentration 
Tampon 
d’extraction de 
protéines 
Tris-HCl 1M ph=8 
EDTA 0.5M 
Triton X-100  
Glycérol  
DTT 1M 
Eau 
PMSF  
50mM 
1mM 
0.1% 
5% 
1mM 
 
1mM 
Tampon de 
Charge  
Tris-base pH=6.8 1M 
Glycerol 100% 
SDS 20% 
Β-mercaptoethanol 
Bleu de bromophenol 
eau 
1.5ml 
1.6ml 
2ml 
1ml 
0.5ml 
1.4ml 
Tampon de 
migration 
TGS 10x 
Tris-base pH=6.8 1M 
Glycine 
SDS 20% 
eau 
30.3g 
144.1g 
5ml 
1l 
Tampon de 
transfert 
Tris-base pH=6.8 1M 
Glycine 
SDS 20% 
methanol 
30.28g 
144g 
10ml 
20% 
Tableau 13 : Solution pour extraction ADN  
 Nom du milieu composants Concentration 
MATAB Tris-HCl 1M ph=8 
EDTA 0.5M 
NaCl 5M pH=8 
Glycérol  
MATAB (Mixed Alkylmetrik 
Ammonium Bromide) 
Na2SO3 
PEG 6000 
Eau distillée 
50ml 
20ml 
140ml 
75ml 
25ml 
10g 
2.5g 
5g 
500ml 
CIAA Chloroforme 
Isoamyl alcool 
480ml 
20ml 
Tris EDTA Tris-HCl 1M ph=8 
EDTA 0.5M 
Eau distillée 
2ml 
400µl 
200ml 
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Annexe 1 : Split des immunolocalisation des huit anticorps spécifiques du cortex sur des 
coupes radiales de racine séminale âgée de 6 jours 
En bleu figure l’autofluorescence des parois et en jaune le marquage des anticorps.  
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Annexe 2 : Split des immunolocalisation des huit anticorps spécifiques du cortex sur les 
trois types de racines latérales : SLR, T-LLR et L-LLR 
En bleu figure l’autofluorescence des parois et en jaune le marquage des anticorps.  
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Annexe 3: Split des immunolocalisation des quatre anticorps spécifiques sur les racines 
latérales des lignées OE SHR 
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Annexe 4 : Rt-PCR sur la lignée OE SHR1, avec un problème de répétabilité des PCR.  
219 
 
Annexe 5 : Repliements des protéines SHR1 (à gauche) & SHR2 (à droite). Les anticorps 
sont illustrés par des flèches. 
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Annexe 6 : immunolocalisation des lignées OE SHR avec les anticorps spécifiques SHR 
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Annexe 7 : Données RNAseq : Nombre de reads par échantillon, 
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Annexe 8 : Diagramme représentant les familles de transcriptions régulées dans les lignées 
OE SHR2 et OE AtSHR. Les familles de FT impliquées dans les processus développementaux 
sont activées chez les OE SHR2 (entourées en noir) 
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Annexe 9 : Diagramme représentant les familles de transcriptions dérégulées dans la 
lignée OE SHR1. Les profils sont semblables à la lignée OE SHR2. 
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Annexe 10 : observation du signal GFP des fusions traductionnelles au stade cal (sous 
loupe binoculaire) et au stade plante en serre (sous microscope optique). 
Les signaux perçus chez les lignées transformées existent aussi chez al lignée contrôle et 
correspondent probablement à de l’autofluorescence. 
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Annexe 11 : Zone de désordre structurel dans la protéine OsSHR1 
(http://mobidb.bio.unipd.it/entries/Q8H2X8)  
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Annexe 12 : Alignement des protéines SHR 
Les leucines de ce motif sont conservées chez le riz en position 398 et 401 pour SHR1 et 402 
et 405 pour SHR2 (en rose) dans le domaine conservé LNDELV (en jaune), et la thréonine 
responsable de la mobilité de la protéine en position 344 pour SHR1 et 351 pour SHR2 (en 
vert). 
 
 OsSHR1  MDTLFRLVSLQ-------AASEQQQQQQQSASYNSRSTTSSGSRSSSHQTN---ASYSYY 50 
OsSHR2  MDTLFRLVSLHHHHHHQHAASPSPPDQPHKSYPSSRGSTSSPSSHHTHNHTYYHHSHSHY 60 
 AtSHR  MDTLFRLVSLQ-------------QQQQSDSIITNQSSLSRTSTTTTGSPQ----TAYHY 43 
         
OsSHR1  HHSSNS----GGGGGGGGGYYYGGQQPPPSQYYYLEPYQEECGNAPHHQLYMDEDFSSSS 106 
OsSHR2  NNNSNTNYYYQGGGGGGGGYYYAEEQQP-------AAYLEECGNG--HQFYMDEDFSSSS 111 
 AtSHR  NFPQND-------------------------------VVEEC-----FNFFMDEEDLSSS 67 
 
OsSHR1  SSRHFHHGARVQQQQPPASSTPTGTAPTPPLSTSSTAAGAGHGLFEAADLSFPP-DLNLD 165 
OsSHR2  SSRQFHSG----------TGAPS-SAPVPPPPSATTSSAGGHGLFEAADFSFPQVDISLD 160 
 AtSHR  SSHHNHHN----------HNNPNTYYSPFTTPTQYHPATSSTPSSTAAAAALASPYSSSG 117 
 
OsSHR1  FS-SPASSSGGGTASSGAVGGGGGGRWASQLLLECARSVAARDSQRVQQLMWMLNELASP 224 
OsSHR2  FGGSPAVPSSSGAGAGAGAAPSSSGRWAAQLLMECARAVAGRDSQRVQQLMWMLNELASP 220 
 AtSHR  HHNDPSAFSIPQTPPSFDFSAN--AKWADSVLLEAARAFSDKDTARAQQILWTLNELSSP 175 
 
OsSHR1  YGDVEQKLASYFLQGLFARLTASGPRTLRTLAAAS--DRNTSFDSTRRTALRFQELSPWS 282 
OsSHR2  YGDVDQKLASYFLQGLFARLTTSGPRTLRTLATAS--DRNASFDSTRRTALKFQELSPWT 278 
 AtSHR  YGDTEQKLASYFLQALFNRMTGSGERCYRTMVTAAATEKTCSFESTRKTVLKFQEVSPWA 235 
   
OsSHR1  SFGHVAANGAILESFLEVAAA-----------ASSETQRFHILDLSNTFCTQWPTLLEAL 331 
OsSHR2  PFGHVAANGAILESFLEAAAAGAAASSSSSSSSSTPPTRLHILDLSNTFCTQWPTLLEAL 338 
 AtSHR  TFGHVAANGAILE-------------------AVDGEAKIHIVDISSTFCTQWPTLLEAL 276 
  
 
OsSHR1  ATRSADETPHLSITTVVSAAP-SAPTAAVQRVMREIGQRMEKFARLMGVPFRFRAVHHSG 390 
OsSHR2  ATRSSDDTPHLSITTVVPTA---APSAAAQRVMREIGQRLEKFARLMGVPFSFRAVHHSG 395 
 AtSHR  ATRS-DDTPHLRLTTVVVANKFVNDQTASHRMMKEIGNRMEKFARLMGVPFKFNIIHHVG 335 
    
OsSHR1  DLAELDLDALDLREGGATTALAVNCVNSLRGVVPGRARRRDAFAASLRRLDPRVVTVVEE 450 
OsSHR2  DLADLDLAALDLREGGATAALAVNCVNALRGVARG----RDAFVASLRRLEPRVVTVVEE 451 
 AtSHR  DLSEFDLNELDVK---PDEVLAINCVGAMHGIASRGSP-RDAVISSFRRLRPRIVTVVEE 391 
  
OsSHR1  EADLVASDPDASSATEEGGDTEAAFLKVFGEGLRFFSAYMDSLEESFPKTSNERLALERG 510 
OsSHR2  EADLAAPEADASSEA----DTDAAFVKVFGEGLRFFSAYMDSLEESFPKTSNERLSLERA 507 
 AtSHR  EADLVGEEE---------GGFDDEFLRGFGECLRWFRVCFESWEESFPRTSNERLMLERA 442 
   
OsSHR1  AGRAIVDLVSCPASESMERRETAASWARRMRSAGFSPVAFSEDVADDVRSLLRRYREG-W 569 
OsSHR2  VGRAIVDLVSCPASQSAERRETAASWARRMRSAGFSPAAFSEDVADDVRSLLRRYKEG-W 566 
 AtSHR  AGRAIVDLVACEPSDSTERRETARKWSRRMRNSGFGAVGYSDEVADDVRALLRRYKEGVW 502 
 
OsSHR1  SMREAG--TDDSA--AGAGVFLAWKEQPLVWASAWRP- 602 
OsSHR2  SMRDAGGATDDAAGAAAAGAFLAWKEQPVVWASAWKP- 603 
 AtSHR  SMVQCP---------DAAGIFLCWRDQPVVWASAWRPT 531 
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Annexe 13 : Evolution du verdissement des cals CRISPR/Cas9 au cours de la régénération 
 
  
 
 
  
Cals morts 
Cals non régénérés 
Cals verdissant 
Cals avec plantules 
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Classe A (appareils aérien et racinaire réduits) 
 Classe B (appareil aérien réduit, racines normales) 
 Classe C (Wild Type) 
 
Classe D (plantules plus développée que classe D) 
 
Plantules mortes 
c
Classe E (autre) 
 
Annexe 14: phénotypage des plantes CRISPR/Cas9 après 3 semaines en tube 
Répartition des phénotypes de la lignée CRISPR_SHR1 sgRNA n°1 (n=52), CRISPR_SHR1 
sgRNA n°2 (n=3), CRISPR_SHR1 sgRNA n°3 (n=28), CRISPR_SHR2 sgRNA n°1 (n=39), 
CRISPR_SHR2 sgRNA n°2 (n=51), contrôle CRISPR_GUS (n=19). 
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Annexe 15 : Séquence des protéines tronquées des mutants KO SHR1 & SHR2 
Les alignements des séquences protéiques sur l’interface ClustalW. 
http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalw2/) 
Les deux insertions dans la séquence SHR1 provoque des codons stop (rose) prématurés : à 5 
acides aminés (mutants 1 à 11) ou 99 (mutant 12) après la méthionine (jaune).  
Quatre insertions dans la séquence SHR2 des mutants 1, 2, 3 et 4 d’une part et le mutant 6 
d’autre part provoquent l’apparition de codons stop (rose) prématurés, positionnés à 8 acide 
aminés de la méthionine (jaune). La délétion de 4 nucléotides (mutant 5) engendre une 
protéine de 99 acides aminés, dont la séquence varie beaucoup avec celle de SHR2.  
 
 
 
 
 
 
 
SHR2  MDTLFRLVSLHHHHHHQHAASPSPPDQPHKSYPSSRGSTSSPSSHHTHNHTYYHHSHSHY 
A5  MDTLFMV----------------------------------------------------- 
   ***** :        
shr2    MDTLFRLVSLHHHHHHQHAASPSPPDQPHKSYPSSRGSTSSPSSHHTHNHTYYHHSHSHY 
D7 MDTLFQV----------------------------------------------------- 
  ***   **::        
shr2   MDTLFRLVSLHHHHHHQHAASPSPPDQPHKSYPSSRGSTSSPSSHHTHNHTYYHHSHSHY 
E6     MDTLCWLAS---------TTITTTSTRPHRRRRTSRTSRTPPR----------------- 
       **** *.*  :: .:.. :**: :** * :.*    
shr2  MDTLFRLVSLHHHHHHQHAASPSPPDQPHKSYPSSRGSTSSPSSHHTHNHTYYHHSHSHY 
F4    MDTLFKV----------------------------------------------------- 
  *** **::        
 
 
 
 
 
 
 
 
  
SHR1 
SHR1 
Mutants 1 à 
11 
SHR1 
Mutant 12 
 
SHR2 
Mutant 1, 2 ,3 
& 4 
SHR2 
Mutant 5 
SHR2 
Mutant 6 
SHR2 
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Annexe 16 : phénotypage après transfert en serre des lignées CRISPR SHR1 
t-test (p value α <0.05%). CRISPR SHR1 sgRNA 1 n=49 (Ho n=11, He n=15, WT n=17), CRISPR 
SHR1 sgRNA 3 n=28 (Ho n=1, He n=14, WT n=6), CRISPR SHR1 (Ho n=12, He n=29, WT n=23) 
et contrôle n=12 
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Annexe 17 : phénotypage après transfert en serre des lignées CRISPR SHR2 
t-test (p value α <0.01%). CRISPR SHR2 sgRNA 1 n=17 (Ho n=1, He n=12, WT n=4), CRISPR 
SHR2 sgRNA 2 n=22 (Ho n=2, He n=10, WT n=14), CRISPR SHR2 (Ho n=3, He n=22, WT n=18) 
et contrôle n=12 
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Annexe 18: Fertilité des mutants KO Ho shr1 et shr2 
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Immunoprofiling of Rice Root Cortex
Reveals Two Cortical Subdomains
Sophia Henry, Fanchon Divol, Mathilde Bettembourg, Charlotte Bureau,
Emmanuel Guiderdoni, Christophe Périn * and Anne Diévart *
CIRAD, UMR AGAP, Montpellier, France
The formation and differentiation of aerenchyma, i.e., air-containing cavities that are
critical for flooding tolerance, take place exclusively in the cortex. The understanding
of development and differentiation of the cortex is thus an important issue; however,
studies on this tissue are limited, partly because of the lack of available molecular
tools. We screened a commercially available library of cell wall antibodies to identify
markers of cortical tissue in rice roots. Out of the 174 antibodies screened, eight were
cortex-specific. Our analysis revealed that two types of cortical tissues are present in rice
root seedlings. We named these cell layers “inner” and “outer” based on their location
relative to the stele. We then used the antibodies to clarify cell identity in lateral roots.
Without these markers, previous studies could not distinguish between the cortex and
sclerenchyma in small lateral roots. By immunostaining lateral root sections, we showed
that the internal ground tissue in small lateral roots has outer cortical identity.
Keywords: rice root, cortex, markers, antibodies, lateral roots, tissue identity, confocal microscopy, confocal
imaging
INTRODUCTION
Rice has a complex root architecture with a mix of embryonic and post-embryonic roots. The
radicle emerges first during germination, followed soon thereafter by embryonic coronary roots
(Rebouillat et al., 2009; Coudert et al., 2010). The first adventitious post-embryonic roots resulting
from shoot apical meristem activity appear a few days after seedling germination. Adventitious
roots are also called coronary or crown roots and are produced throughout the life of a plant.
The internal rice root anatomy is well-described, particularly at the seedling stages (Rebouillat
et al., 2009). Several concentric tissues (from the periphery to the stele) are located between the
epidermis and the vascular tissues (Figure 1). These tissues, collectively referred to as “ground
tissue,” are sometimes also referred to as the “cortex” (Lux et al., 2004). Here, we retain the generic
term, i.e., ground tissue, to describe the exodermal, sclerenchyma, cortical, and endodermal tissues.
We refer to the “cortex” as the tissue located between the endodermis and the sclerenchyma.
Ground tissue is composed of several layers of tissues that have the same parenchymatous origin
but different specific characteristics that play various and important structural and functional
roles in roots. For example, the exodermis and endodermis are apoplastic barriers that control
the radial transport of water and nutrients from the soil to the photosynthetic organs, a feature
mostly provided by suberin lamellae deposition and secondary cell wall differentiation (Gregory,
2006). Sclerenchyma are lignified cells that represent a critical barrier to some metals and possibly
play a mechanical support role (Huang et al., 2012). In contrast to these three monolayer
Abbreviations: ae, aerenchyma; c, cortex; ed, endodermis; ep, epidermis; ex, exodermis; gt, ground tissue; ic, inner cortex;
L-LLR, Large-type Large Lateral Root; oc, outer cortex; sc, sclerenchyma; SLR, Small Lateral Root; st, stele; T-LLR, Thin-type
Large Lateral Root; x, xylem.
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FIGURE 1 | Anatomy of a 6-day-old Nipponbare radicle. (A) Longitudinal section of a radicle fixed and paraplast embedded. Bar = 100µm. (B) Transverse
section of a fresh radicle observed under UV light. Bar = 50µm. (C) Polar transformed view of B. Layers of tissues are labeled as follows: stele (st), ground tissue (gt)
composed of several cell layers: one layer of endodermis (ed), several layers of cortex (c), one layer of sclerenchyma (sc), and one layer of exodermis (ex). The
endodermal (ed) and exodermal (ex) layers are easily identified by the absence/reduction of fluorescence in the cell wall centers of these cells. The radicle is protected
by one layer of epidermis (ep). Two types of cortical layers can be identified: inner cortex (ic), which is next to the endodermis (ed), and outer cortex (oc), which will
eventually form aerenchyma (ae). In the stele, note the presence of a large central metaxylem (cx) surrounded by 6 metaxylem (x) vessels.
tissues, the cortical tissue in the rice radicle is composed of
four or five layers. This tissue, also named the mid-cortex or
mesodermis, is characterized by the schizogenous formation of
spaces, leading to the formation of aerenchyma in rice (Justin
and Armstrong, 1991; Kawai et al., 1998). Aerenchyma plays
a major role in tolerance to flooding conditions and ensures
continuous oxygen flow from the shoot to the root, allowing root
growth under anoxic conditions. The cortex has an important but
variable function in root physiology of numerous species and is
involved in storage, flooding tolerance, or symbiotic interactions
(Lux et al., 2004).
The radicle and crown roots produce three types of lateral
roots: small lateral roots (SLRs) and two types of large
lateral roots [Thin (T-LLRs) and Large (L-LLRs)] (Kawata and
Shibayama, 1965; Kono et al., 1972; Rebouillat et al., 2009).
This division is based on (i) root diameter: SLRs are the
smallest (50–60µm) and L-LLRs are the largest (120–150µm),
(ii) ramifications, which are only observed on LLRs, (iii) the
presence of a central metaxylem vessel only in LLRs, and (iv)
the presence of a sclerenchyma layer only in L-LLRs (Kono
et al., 1972; Kawata et al., 1977; Rebouillat et al., 2009). Despite
this classification, the identity of internal root tissues in lateral
roots, particularly SLRs, remains uncertain. Indeed, Rebouillat
et al. (2009) and Kawata et al. (1977) both claimed that SLR
ground tissue was comprised of the endodermis, sclerenchyma
and exodermis (from the inside toward the outside), while in
Kono et al. (1972), the inner-cortex sclerenchymatous cell layer
was described as absent in SLRs and T-LLRs.
To solve this dilemma, and to study the development and
function of particular tissues in general, the use of identity
markers is required. Most of the tissue markers used until now
are morphological markers or histochemical stains, which have
provided a useful way to characterize cell identity. Berberine
reveals the presence of suberin in cell walls, which is found
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almost exclusively in the Casparian strips that surround each
individual endodermis cell and is thus a good indirect marker
of endodermal identity (Brundett et al., 1988). In A. thaliana,
tissue-specific markers were also developed using tissue-specific
promoters fused to reporter genes (GUS and/or GFP) in
genetically modified plants. For instance, the SCARECROW
promoter is used as an endodermal identity marker (Sugimoto
et al., 2010). QC25 and QC46 enhancer trap GUS lines (Sabatini
et al., 2003) and QHB in rice (Kamiya et al., 2003) were also
identified as quiescent center (QC) markers based on their QC-
specific expression. Despite interest in these markers, only a
few are available and almost exclusively in A. thaliana. They
also have drawbacks. For instance, the suitability of using the
SCARECROW (SCR) promoter as an “endodermis” marker is
debatable when specific questions on SCR and SHORT ROOT
(SHR) roles in ground tissue differentiation are addressed.
Indeed, the SCR and SHR genes are involved per se in
endodermis/cortex formation (Wu and Gallagher, 2014). In A.
thaliana, the only available root cortex markers are the Co2 and
Co3 promoters (Heidstra et al., 2004; Ten Hove et al., 2010).
In rice, these cortex markers are not yet used because there are
no clear orthologs for the Co2 and Co3 genes. Only indirect
morphological markers have been used to date in rice, such
as aerenchyma formation for cortical identity (Rebouillat et al.,
2009).
Another class of markers is commercially available antibodies
directed against plant cell walls (http://www.plantprobes.net/
index.php). These markers have been used scarcely in the past,
but their efficiency has been demonstrated. For instance, the
CCRC-M2 and JIM13 cell wall antibodies were used in A.
thaliana to show that the single layer of internal tissue present
in the shr mutant had cortical identity while the ground tissue
layer of the scrmutant exhibitedmultiple identities (Di Laurenzio
et al., 1996; Helariutta et al., 2000). These markers have many
advantages: their simplicity and the possibility of combining
secondary antibodies coupled to different fluorochromes to limit
overlapping with auto-fluorescence, they do not require genetic
transformation and they can be used to complement other classes
of markers.
In this paper, we first describe a simple medium-throughput
protocol for immunolabeling fresh vibratome tissue sections.
Using this protocol, we screened radial sections of rice radicles
with a large library of 174 cell wall antibodies. Among these,
we identified eight cortex-specific markers and demonstrated
that rice possesses two types of cortical tissues with distinct
identity. We called these layers the inner and outer cortex based
on their respective anatomical position in the root sections. To
demonstrate the usefulness of these cortex-specific markers, we
clarified the ground tissue identities of lateral roots using three of
these antibodies. In SLRs in particular, we show that the internal
tissue layer has an outer cortical identity. Our protocol is generic
enough to be used for the development of tissue markers in
any species without the need to generate transgenic plants. This
protocol can be easily adapted with fresh shoot, leaf, root, or any
tissues in other plants and represents a simple and easy way to
identify tissue-specific markers. Moreover, these markers can be
used in conjunction with other molecular markers.
RESULTS
Immunoprofiling of Cell Wall Antibodies in
Rice Root Radial Sections Reveals Specific
Antibodies for Cortex Layers
With the aim of identifying antibody-based markers for cortical
cells, we first established a protocol for medium throughput
immunolabeling of radial sections of fresh rice roots (see
Materials and Methods and Supplementary Figure 1 for details).
Then, we performed a screen with monoclonal antibodies raised
against cell wall components (from the Complex Carbohydrate
Research Center (CarboSource Services, Athens Georgia, USA)
and Paul Knox Cell Wall lab (university of Leeds, UK), see
Materials and Methods for details)) to identify cortex markers.
From the 174 antibodies tested, only 12 were retained as
putatively cortex specific. We tested their repeatability by
performing two additional experiments and concluded that eight
antibodies displayed similar and robust profiles among the three
replicates (Figure 2). Five antibodies (JIM7, M14, M38, M130,
and M131) provided the same immunolabeling pattern in the
cortex. Only non-adjacent cell walls were labeled, resulting in a
singular “diamond shape” labeling of all cortical cells. For the
three other antibodies (LM5, M133, and M107), the labeling was
detected in the cortex and sometimes the sclerenchyma cells,
particularly with the LM5 and M107 antibodies. The signal was
homogeneous on the cortex cell wall, but was much weaker
in the inner cortex layers (the layer of cortex adjacent to the
endodermal layer) than in the outer cortex layers. Thus, all of
these antibodies with profiles that are complementary to cortical
tissues are specific markers that can be used to analyze cortical
cell identity. Moreover, the two different cortical labels, defining
two subcortical areas, suggest that the outer and inner layers
have a distinct molecular identity that was revealed by these
antibodies.
Some specific features of these two subcortical layers were
highlighted when the “polar transformer” plugin of the ImageJ
software (http://imagej.nih.gov/ij/) was used to view the images
of the root sections (Figures 1B,C; Schneider et al., 2012;
Lartaud et al., 2014). The inner cells were characterized by a
thick cell wall compared with the outer cells, which exhibited
various air-containing cavities resulting from cell wall fusion. The
inner cortical cells also exhibited a flattened shape resembling
endodermal cells, in contrast to the outer cells, which were
rounder. In this transformed picture, the radial cell wall that
is wall running from the inner side of the cell to the outer
side, autofluorescence of the endodermal and exodermal cells
are not visible, presumably due to the presence of Casparian
strips. Similarly, but to a lesser extent, small holes exempt of
autofluorescence were also visible on the radial cell walls of inner
cortical cells.
All Lateral Root Types Possess Only Outer
Cortical Tissue
To demonstrate the usefulness of the cortex markers and to
characterize cell identities, we labeled the three rice lateral root
types (L-LLR, T-LLR and SLR) with three of these antibodies
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FIGURE 2 | Identification of eight specific cortex antibodies (JIM7, M14, M38, M130, M131, LM5, M133, and M107) among the 174 screened from the
monoclonal cell wall antibody library. For each antibody, merged images of transverse sections were obtained under a confocal microscope after
immunohistological labeling: in yellow, antibody pattern at 561 nm, and in blue, cell wall autofluorescence under UV light. Five antibodies (JIM7, M14, M38, M130, and
M131) show a similar profile within all cortical cell layers stained (diamond shapes). Three antibodies (LM5, M133, and M107) homogeneously labeled cortical cell
walls. Note that for these antibodies, inner cortical (ic) layers are not stained compared with outer cortical (oc) layers. Insets are close-ups of the corresponding
images. Bars = 20µm.
(M107, M133, and M14). For this experiment, because L-LLRs
do not often develop on Petri dishes, lateral roots were collected
from rice seedlings grown under hydroponic conditions for 2
weeks. We first analyzed the ground tissue organization of each
type of lateral root by observing the autofluorescence of the
cell walls in the transverse and polar views of the root sections
(Figure 3). This first analysis revealed slightly distinct internal
radial anatomy for the three types of lateral roots. Similar to
the radicle sections viewed under UV light, the endodermal,
and exodermal tissues can be identified by the fluorescence
extinction in the center of the radial cell walls. These two tissues
were present in all lateral roots. Between the endodermis and
exodermis, several tissue layers were present in the L-LLRs and
T-LLRs while the SLRs possessed only a single (unidentified)
cell layer. The anatomy of the L-LLRs looked like seminal roots
and external to the endodermis, several layers of cortical tissue
were easily identified when aerenchyma tissue was formed. In
addition, a sclerenchyma layer formed of closely packed cells
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FIGURE 3 | Tissue composition of the Large Lateral Root types (Large-LLR and Thin-LLR) and Small Lateral Root (SLR). Seedlings were grown under
hydroponic conditions for 2 weeks. Cell wall autofluorescence of transverse sections and polar transformed view under UV light. Tissues are labeled as follows:
epidermis (ep), exodermis (ex), cortex (c), endodermis (ed). Note that the epidermis (ep) was often fragmented during the course of the experiment. Bars = 20µm.
with wide cell walls was also observed. Depending on the
experiment, this cell layer was not always completely developed.
In the T-LLR sections, the external layer resembled cortical tissue
and the internal layer resembled the single (unidentified) SLR
layer.
To identify the cell layers present in the SLR and T-
LLR ground tissues and to confirm the cortical identity in
the L-LLRs, we immunolabeled lateral root sections with
three cortex-specific antibodies (M107, M133 and M14;
Figure 4). The M107 and M133 antibodies labeled all cell
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FIGURE 4 | Merged images of the Large Lateral Root types (Large-LLR and Thin-LLR) and Small Lateral Root (SLR) sections immunolabeled with
M107, M133, and M14. Seedlings were grown under hydroponic conditions for 2 weeks. In yellow, antibody labeling at 561 nm, and in blue, autofluorescence under
UV light. Tissues are labeled as follows: epidermis (ep), exodermis (ex), cortex (c), endodermis (ed). Note that the epidermis (ep) was often fragmented during the
course of the experiment. Bars = 20µm.
layers located between the endodermis and exodermis in all
lateral roots. Based on radicle staining for these antibodies,
this observation indicated that these cell layers could have
sclerenchyma or cortical identity. However, the fact that
M14 also immunolabeled these layers, particularly in the SLR
sections, clearly demonstrates that these layers had outer cortical
identity.
Variations in the number of outer cortical cell layers (one
in the SLRs, two in the T-LLRs, three in the L-LLRs and four
to five in the radicle) play a major role in rice root diameters
(Figure 5).
CONCLUSIONS
Different terms have already been used to qualify subcortical
areas in plants. For example, the presence of an “inner” lignified
cortex layer, comparable to the one studied here, has already
been described in wild rice (Yang et al., 2014). In maize, the two
cortical domains are defined differently (Baluška et al., 1993).
The “inner” domain forms aerenchyma, corresponding to the
outer cortex here, and the “middle-outer” cortex is a lignified
support tissue, which could be sclerenchyma. In Arabidopsis, a
“middle cortex” cell layer, located between the cortical monolayer
Frontiers in Plant Science | www.frontiersin.org 6 January 2016 | Volume 6 | Article 1139
Henry et al. Cortical Tissues in Rice Roots
FIGURE 5 | Schematic representation of the lateral root and radicle tissues.
and the endodermis, has also been described (Baum et al., 2002;
Paquette and Benfey, 2005). Recent results suggest that this cortex
layer, whose formation is regulated by GA, oxidative stress, and
SHR and SCR among others, plays a role in abiotic tolerance
(Paquette and Benfey, 2005; Cui and Benfey, 2009; Pauluzzi
et al., 2012; Wu and Gallagher, 2014). Interestingly, this layer is
also described as a helix-like layer with a typical shape (Baum
et al., 2002). Could this Arabidopsis “middle cortex” layer be
functionally and structurally similar to the inner cortex layer of
the rice radicle? In longitudinal and transverse sections of rice,
the inner cortical layer also usually forms a helix, suggesting
these two tissue layers could be comparable. In Arabidopsis, the
“middle cortex” layer is derived from an endodermis periclinal
division, which appears away from the QC between 7 and 14
days after germination (Paquette and Benfey, 2005). New tools
will be necessary to verify these important parameters in rice.
For example, no mutant affecting the timing of formation of
this layer has been described up to now. Moreover, technical
advances in imaging the rice QC are also required. Nevertheless,
our cortex-specific markers offer a new tool to compare the
function and molecular network involved in inner cortex (rice)
vs. “middle cortex” (Arabidopsis) formation. Work is ongoing in
our laboratory to identify the molecular determinants of inner
and outer cortex formation, with SCR and SHR rice orthologs as
first candidates for the regulation of cortex formation in rice roots
(Pauluzzi et al., 2012).
MATERIALS AND METHODS
Plant Material
Six-Day-Old Seedlings
Seeds of the Oryza sativa L. ssp. japonica Nipponbare cultivar
were grown vertically in sterile Petri dishes (Corning, 431301;
20 × 20 cm) under controlled conditions (day/night rhythm:
12/12 h, 28/25◦C, light intensity: 500µE m-2 s-1). First, the
seeds were surface-sterilized by rinsing in 70% ethanol for
∼1min. Then, ethanol was replaced by a solution composed of
40% bleach in distilled water containing three drops of tween
80 (Sigma-Aldrich P4780-500mL). The seeds were soaked in
this solution for 30min with gentle agitation, and then rinsed
at least four times with sterile distilled water. Hot (∼50◦C)
autoclave sterilized half strength Murashige and Skoog (MS/2)
medium (250mL) is poured in Petri dishes, and let solidify for∼
45min. The MS/2 solid medium is composed of 2.15 g.L-1 of
MS medium basal salt mixture (Duchefa Biochemie, M0221),
75mg.L-1 of MS vitamin mixture (Duchefa Biochemie, M0409),
and 8 g.L-1 of agarose type II (Sigma-Aldrich, A6877). Sterile
seeds are then pushed into the solidified MS/2 medium with the
radicle oriented downwards. Roots were harvested after 6 days of
growth.
Four-Week-Old Plants
After 3 days of germination in water, the seedlings were
transferred to a hydroponic system under controlled conditions
(day/night rhythm: 12/12 h, 28/25◦C, light intensity: 500µE
m-2 s-1, relative humidity: 55%). Hydroponic system consists
of a 50 L plastic box containing 30 L of hydroponic solution
on which a 1 cm thick foam mattress is laid. The foam mattress
is pierced with gaps to maintain seedling stem bases. The
hydroponic medium is composed of (NH4)2SO4 (0.5mM),
MgSO4.7H2O (1.6mM), Ca(NO3)2.4H2O (1.2mM), KNO3
(0.7mM), FeSO4 (0.1mM), Na2EDTA (0.1mM), MnSO4.
H2O (1.7µM), (NH4)6Mo7O24.4H2O (0.2µM), ZnSO4.7H2O
(0.2µM), CuSO4.5H2O (0.2µM), H3BO3 (1.4µM), and
KH2PO4 (0.6mM). The solution is aerated by a pump placed at
the bottom of the plastic box and changed every 10 days. The pH
was adjusted and maintained at 5.4± 0.2.
Fresh Root Sectioning
The tips of growing radicles or lateral roots (2 cm) were cut using
a sharp blade and placed parallel to each other to align the root
tips (Supplementary Figures 1A,B). They were embedded in one
drop of 3% melted agarose (50◦C; Supplementary Figure 1C).
Patches containing root tips were inserted into a 3 × 1 × 1-cm
well filled with 3% melted agarose (Supplementary Figure 1D).
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After solidification, blocks were resized and glued on a vibratome
plate to be sliced. The vibratome (Hm650v (Thermo Scientific
Microm)) parameters were speed 30, frequency 70, amplitude
0.8, and thickness 60µm (Supplementary Figure 1E). Sections
were transferred either onto chamber slides (Lab-teak 177402)
for immunostaining (Supplementary Figure 1F), or onto slides
humidified with 1X alkaline phosphate buffer (PBS, Sigma-
Aldrich P3813) for observation.
Immunolocalization
The sections placed on the chamber slides (three per chamber)
were first rinsed in 0.1M glycine supplemented with 1X PBS and
then twice in 1X PBS, each for 10min. The tissues were then
immersed in a PBS solution containing 5% bovine fetal serum
(blocking solution, Thermo Fisher 37520) at 4◦C overnight
under agitation. Primary antibodies, diluted 1/10 in this blocking
solution, were applied overnight at 4◦C under agitation. The
sections were then rinsed 3 times in PBS 1X for 10min. The
root sections were incubated for 2 h with the secondary antibody
diluted 500-fold in blocking solution under agitation. These
antibodies were coupled to a fluorophore, Alexa 546 anti-rat
antibody (Invitrogen A11081) or Alexa 546 anti-mouse antibody
(Invitrogen A11060). Then, the sections were rinsed again three
times in 1X PBS under agitation, for 10min each. The chambers
were removed and few drops of mowiol mounting media (Sigma-
Aldrich 81381) were added. A coverslip was placed on the root
sections, which were allowed to dry for 36 h at 4◦C in the dark.
Paraplast Fixation
Radicles grown on Petri dishes for 6 days were fixed in 4%
paraformaldehyde (in PBS 1X) overnight at 4◦C and rinsed twice
using PBS 1X (Jackson, 1991). The fixed tissues were dehydrated
in ethanol, cleared in Histochoice Clearing Agent (HistoClear,
Sigma Aldrich), and embedded in Paraplast (Fisher). The tissues
were sectioned (6µm thick) on a Leica RM2255 microtome and
mounted on SuperfrostPlus slides (Fisher).
Microscopy
Bright field and autofluorescence observations were performed
using a Leica DM4500 microscope. For autofluorescence,
images were taken with the “A” filter cube (excitation range:
UV; excitation filter: BP 340–380; suppression filter: LP
425). Immunostained sections were observed with confocal
microscopes: Zeiss LSM 510 or Leica SP8. The cell walls were first
visualized using autofluorescence [720-nm (chameleon laser) or
405-nm respectively]. The secondary antibody was visualized
using a Helium/Neon laser at 543 or 561 nm respectively.
Pictures were taken with a color Retiga 2000R camera
(QIMAGING, Canada) running Volocity image acquisition
software (Improvision, UK).
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Formation of specialized cells and tissues at defined times and in
specific positions is essential for the development of multicellular
organisms. Often this developmental precision is achieved through
intercellular signaling networks, which establish patterns of differ-
ential gene expression and ultimately the specification of distinct
cell fates. Here we address the question of how the SHORT-ROOT
(SHR) proteins from Arabidopsis thaliana (AtSHR), Brachypodium
distachyon (BdSHR), and Oryza sativa (OsSHR1 and OsSHR2) func-
tion in patterning the root ground tissue. We find that all of the SHR
proteins function as mobile signals in A. thaliana and all of the SHR
homologs physically interact with the AtSHR binding protein,
SCARECOW (SCR). Unlike AtSHR, movement of the SHR homologs
was not limited to the endodermis. Instead, the SHR proteins moved
multiple cell layers and determined the number of cortex, not endo-
dermal, cell layers formed in the root. Our results in A. thaliana are
consistent with a mechanism by which the regulated movement of
the SHR transcription factor determines the number of cortex cell
layers produced in the roots of B. distachyon and O. sativa. These
data also provide a new model for ground tissue patterning in
A. thaliana in which the ability to form a functional endodermis
is spatially limited independently of SHR.
SHORT-ROOT | root development | cellular patterning | SCARECROW | rice
The root of Arabidopsis thaliana is composed of distinct singlecell layers that are concentrically arranged around a central
core of largely vascular tissues, which, along with the pericycle,
forms the stele. The ground tissue layers, endodermis plus cor-
tex, directly surround the stele. The ground tissue of most, if not
all, roots contains a single layer of endodermis, which forms
a water-impermeable barrier that protects the vascular tissues.
To the outside of the endodermis is the cortex. The number of
cortex cell layers differs between roots of different species, and
in some cases, between roots (e.g., primary versus lateral) on the
same plant. In A. thaliana, where root development has been
extensively examined, the number of ground tissue layers in both
primary and secondary roots is two, with a single endodermal
and a single cortical cell layer (1). In contrast, the roots of both
Brachypodium distachyon and Oryza sativa (rice) have a single
layer of endodermis but multiple layers of cortex, with the
number of cortex cell layers varying between root types (2, 3). For
example, in the primary root of rice, there are five to six layers of
cortex, but in some of the thin lateral roots, there may be only one
layer of cortex. In all roots, it is thought that the number of en-
dodermal cell layers is controlled through the conserved function
and regulation of the SHR transcriptional network (4); however,
it is not known how the number of cortex cell layers is adjusted.
Here we show that controlled movement of SHORT-ROOT
(SHR) in A. thaliana regulates the number of cortex cell layers
independent of the number of endodermal cell layers. SHR
movement may therefore represent a tunable mechanism for
controlling the number of cortex cell layers in roots.
In A. thaliana, as in other dicots, the endodermis and cortex
are clonally related cell layers that arise from the asymmetric
periclinal cell divisions of a cortical endodermal daughter (CED)
cell located at the tip of the root adjacent to the stele. Division
of the CED is under the control of the SHR and the SCARECROW
(SCR) transcription factors. The SHR protein is expressed in
the stele and moves into the neighboring endodermis and CED
cells where it activates the expression of the downstream tran-
scription factor, SCR. In the CED, SHR and SCR together
activate expression of a D-type cyclin (CYCD6;1), which trig-
gers periclinal division of the CED (5−8). The CED cells of
roots that lack SHR or SCR fail to divide periclinally and
therefore form only a single layer of ground tissue. Roots that
lack SHR fail to specify an endodermis, so the single ground
tissue layer in shr-2 null mutants has cortex cell identity. In con-
trast, roots that lack SCR form a chimeric ground tissue layer with
aspects of both cortical and endodermal cell fates. These results
show that SHR, independent of cell division, is required for en-
dodermal cell fate.
The prevailing model for how a single layer of endodermis is
formed in A. thaliana is that once SHR turns on the expression of
SCR in the endodermis, SCR physically interacts with SHR and
sequesters SHR in the nuclei of endodermal cells, preventing
further movement into the cortex cell file (Fig. 1) (4). In addition
to SCR, the JACKDAW (JKD) and MAGPIE (MGP) transcrip-
tion factors may also play a role in limiting SHR movement, again
through direct binding to the SHR protein (9). Because, outside of
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the stele, SHR is thought to be both necessary and sufficient for
endodermal cell specification, the physical interaction between
SHR and SCR prevents the formation of additional endodermal
cell layers by limiting SHR movement. This model is supported by
the finding that the domain of SHR movement is increased in SCR
knockdown lines (SCR RNAi; Fig. 1) and that increases in the
extent of SHRmovement lead to the formation of additional SCR-
expressing cell layers, with SCR expression being used as a marker
of endodermis (4). Also in support of this model is the finding that
ectopic expression of SHR can cause cells to produce suberin,
a waxy substance produced by the endodermis. Although JKD and
MGP also affect the movement of SHR, they appear to affect the
position of the endodermis but not the number of endodermal cell
layers (9).
Because all plants have a single layer of endodermis in the
mature root, and most plants contain homologs of both SHR and
SCR, Cui et al. (4) tested whether the physical interaction between
SHR and SCR is conserved in rice. They found that OsSHR1
interacted with both OsSCR1 and AtSCR in yeast. Based upon
these findings, they proposed an elegant model in which the in-
teraction between SHR and SCR represents an evolutionarily
conserved mechanism that delimits SHR movement and thereby
defines a single layer of endodermis (4). Although this mechanism
for the specification of a single endodermis is often cited in the
literature, the hypothesis has not been fully tested. In addition, this
model provides no mechanism for the formation of extra cortex
cell layers in roots like those of rice.
Here, using the SHR protein from A. thaliana and the homol-
ogous SHR proteins from two species of grasses, Brachypodium
distachyon and Oryza sativa, we examined the function of SHR in
the root of A. thaliana. All of the SHR homologs were able to
move out of the stele into the ground tissue. The movement of the
SHR proteins was dependent upon plasmodesmata (intercellular
channels that connect plant cells) and conserved sequences within
the GRAS domain of the SHR proteins. Interestingly, we found
that although all of the SHR homologs interacted strongly with
AtSCR (as well as AtMGP and AtJKD), their movement was not
limited to a single layer of ground tissue, indicating that physical
association between SHR and SCR is insufficient to restrict SHR
movement within the endodermis. In addition, although all of the
SHR proteins had the ability to restore endodermal specification
in the shr-2 mutants, none of them (including AtSHR) had the
ability to specify more than one layer of functional endodermis.
Instead, all extra cell layers produced by the expression of the
SHR proteins adopted cortex cell characteristics. In contrast with
previous findings (4), our results show that the ability of SHR to
specify endodermis is spatially limited to the cell layer immedi-
ately outside of the stele. Therefore, our data significantly revise
the previous established model for the regulation of ground tissue
patterning (Fig. 1) and suggest a credible mechanism by which the
regulated movement of SHR controls the number of cortex cell
layers produced in roots of different species.
Results
The SHR Homologs Are Mobile and Move Beyond the Endodermis.
Although a single endodermis seems to be the rule in normal root
development, multiple layers of cortex are common in many plant
species, including rice and B. distachyon (Fig. S1) (2, 3). When
expressed as a YFP fusion under the AtSHR promoter in either
wild-type or in shr-2 mutant roots, OsSHR1 (LOC_Os7g39820),
OsSHR2 (LOC_Os3g31880), and BdSHR (LOC100830802) were
detected as YFP fusions in multiple cell layers beyond the stele
forming a protein gradient with the highest levels directly outside
of the stele (Fig. 2 A and B) These results indicate that all of the
SHR proteins are mobile. Similar to AtSHR, the YFP-tagged
SHR homologs all showed both nuclear and cytoplasmic locali-
zation in the stele (Fig. 2 A and C); outside of the stele the
protein localization was restricted to the nucleus (Fig. 2A), indi-
cating that similar mechanisms control the subcellular localiza-
tion of the A. thaliana and the grass SHR proteins.
To determine whether the mechanisms promoting the inter-
cellular movement of OsSHR1, OsSHR2, BdSHR, and AtSHR
are similar, we examined the role of a conserved threonine (T289)
in protein transport. In AtSHR, mutation of T289 to alanine (A), in
the VHIID domain of the protein, inhibits nuclear localization and
intercellular movement of AtSHR (4). We converted the conserved
threonine to alanine in OsSHR1, OsSHR2, and BdSHR and found
that as in AtSHR, the conserved threonine is required for nuclear
localization and movement of all three of the SHR homologs
Fig. 1. Cartoon summarizing the prevailing model for ground tissue pat-
terning proposed by Cui et al. (4). The green circles are nuclei. Dotted lines
indicate protein movement. The size of the font is meant to indicate the
amount of the protein. (A) The pathway for the formation of a normal root
and (B) one in which SCR is reduced via RNAi.
Fig. 2. The monocot SHR proteins move beyond the endodermis in A
thaliana roots. (A) Confocal images of the SHR homologs expressed as YFP
fusions under the SHR promoter in both wild-type (A, as labeled, B−D) and in
shr-2 (A, as labeled) roots. The numbers represent the ground tissue layers
relative to the stele, which are quantified in D. (B) The SHR homologs as YFP
fusions formed a protein gradient, with the highest levels in the cell layer
directly outside of the stele. The Inset is a representative image from
OsSHR2-YFP, and the arrow shows the direction of the gradient. The relative
fluorescence intensity was quantified using the fluorescence intensity of
each ground tissue layer against that in stele (n = 8 roots, 96 cells for each
SHR homolog). (C) Confocal image showing the YFP-tagged SHR homologs
localized to both the nucleus and cytoplasm of stele cell. (D) Quantification
of additional ground tissue layers caused by the expression of SHR homologs
(n = 3 replicates, 36 roots for each SHR homolog).
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(Fig. 3A and Fig. S2). To determine whether the kinetics of
protein movement are similar for the SHR proteins, we measured
the fluorescent recovery of the BdSHR-YFP, OsSHR1-YFP,
and OsSHR2-YFP proteins after photobleaching of the YFP signal
in the inner ground tissue layers. The kinetics of recovery were
similar for all of the SHR proteins (Fig. 3B and Fig. S3), indicating
that these proteins traffic by a similar, if not the same, pathway.
Previously, we showed that the intercellular movement of AtSHR
occurs via plasmodesmata (PD) (10). PD-dependent movement of
AtSHR was demonstrated using a semidominant inducible allele of
callose synthase (icals3m) that deposits callose around the PD in
response to estradiol treatment. The accumulation of callose
around the PD decreases the PD aperture and movement of
the SHR protein from the stele into the endodermis. Induction
of the icals3m transgene (expressed in the stele from the
WOODENLEG promoter) reliably blocked movement of the
OsSHR1 and OsSHR2 proteins from the stele into the ground
tissue layers (Fig. S4). Collectively, these results indicate a con-
served mechanism for intercellular protein movement among
the different SHR homologs.
SHR Homologs Interact With SCR, MGP, and JKD Proteins and Rely on
SCR Expression for Movement and Function. In A. thaliana, gener-
ation of extra ground tissue layers by ectopic expression of
AtSHR is dependent upon SCR. In the absence of SCR, extra cell
layers do not form (7). To test whether the phenotype generated
by expression of the SHR homologs in A. thaliana is also de-
pendent upon SCR, we crossed the transgenic lines expressing
BdSHR-YFP, OsSHR1-YFP, and OsSHR2-YFP into a scr-4
(null) mutant background. In all cases, the scr-4 mutation was
largely epistatic to the effects of the expression of the SHR
homologs on root patterning (Fig. 3C). Expression of BdSHR
and OsSHR1 in scr-4 marginally decreased the time until middle
cortex formation (from day 7 to day 4), which normally forms
precociously in scr-4 mutants (11); however, there were no other
changes in the scr-4 phenotype. Interestingly, nuclear localization
and movement of BdSHR-YFP, OsSHR1-YFP, and OsSHR2-
YFP appeared decreased in the scr-4 background, which is similar
to what we previously reported for AtSHR movement (12, 13),
indicating a similar mechanism for the nuclear localization and
intercellular movement of the SHR proteins.
The heart of the SCR-SHR sequestration model is that in-
teraction between SCR and SHR in the presumptive endodermis
limits SHR movement and this restricts the root to a single layer
of endodermis (Fig. 1) (4). Because BdSHR, OsSHR1 and
OsSHR2 all moved beyond the endodermis and their movement
and localization is dependent upon SCR, we tested whether these
homologs could directly interact with AtSCR using yeast two-
hybrid and bimolecular fluorescence complementation (BiFC)
assays. Based upon yeast growth assays, all of the SHR homologs
interacted with AtSCR, as well as with MGP and JKD, which
have been shown to interact with AtSHR (Fig. 4A and Fig. S5)
(9). Based upon their growth on selective media, all of the
homologs showed similar levels of interaction with AtSCR as did
AtSHR. Quantitative BiFC (Fig. S5), as measured in A. thaliana
protoplast, showed no significant difference in interaction be-
tween any of the SHR proteins and AtSCR. In yeast, using nor-
malized levels of beta-galactosidase activity, of all of the SHR
proteins (including AtSHR), BdSHR showed the strongest in-
teraction with AtSCR (Fig. 4B). These results show that the in-
creased movement of BdSHR, OsSHR1, or OsSHR2 compared
with AtSHR cannot be explained simply by an inability to interact
with AtSCR, nor do the strengths of interactions with AtSCR
correlate with the extent of movement. Because rice has two SCR
proteins, OsSCR1 and OsSCR2, we tested for interaction be-
tween the OsSHR proteins with OsSCR. As shown in Fig. 4, both
OsSHR1 and OsSHR2 interacted with OsSCR1 and OsSCR2.
To test further the role of AtSCR in the localization and
movement of the monocot SHR proteins, we examined the
Fig. 3. The SHR proteins have similar requirements for localization and
movement. (A) Mutation of a conserved threonine (residue 289 in AtSHR,
345 in OsSHR1, 352 in OsSHR2, and 354 in BdSHR) in the VHIID domains of
the SHR proteins inhibits nuclear localization and intercellular movement. C,
cortex; E, endodermis. Full root tip images are in Fig. S2. (B) Quantification of
fluorescence recovery after photobleaching (FRAP) showed that the kinetics
of protein movement between the stele and the first ground tissue is
comparable among all SHR homologs [n = 3 replicates, 9 roots and 35–132
cells for each SHR homolog; assays were done in wild type (WT)]. (C) The
scr-4 mutation is epistatic to the effects of expression of the SHR homologs.
M, mutant cell layer; P, epidermis. The first three panels show transgene
expression from the SHR promoter in the scr-4 (null) background. The last
two panels show OsSHR2-YFP in a WT root and a root overexpressing (oe)
AtSCR-mTFP from the SHR promoter. (D) Expression of OsSHR2 from the SHR
promoter (Left and Middle) drives expression of the SCR:mCherry marker
and expression of CYCD6;1:erGFP (Right), which is visualized without the
OsSHR2-YFP signal.
Fig. 4. The SHR homologs interact with SCR. (A) Fivefold serial dilutions of
diploid yeast expressing AtSCR, OsSCR1, or OsSCR2 as bait with the SHR prey
proteins (as labeled) grown on selective medium. Medium lacking adenine
and histidine was used to select for interaction between the bait and prey
proteins. AD, activation domain vector (prey); BD, binding domain vector
(bait). BiFC results are shown in Fig. S5A. (B) Quantitative beta-galactosidase
assays showing the specific activity of the beta-galactosidase enzyme in-
duced by the interaction of the bait and prey proteins. The interacting
proteins are as labeled. Assays were done in diploid yeast and normalized to
total protein.
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localization and movement of OsSHR2 in roots that ectopically
express AtSCR from the SHR promoter (Fig. 3C). As previously
reported, expression of SCR-TFP in the stele (from the AtSHR
promoter) results in the nuclear localization of AtSHR-GFP in
the stele; the AtSHR-GFP does not move out of the stele, and
the endodermis is not formed. When SHR:SCR-TFP was crossed
into plants expressing OsSHR2, there was a dramatic increase in
the nuclear localization of OsSHR2 in stele cells. However, there
were no effects on the movement of OsSHR2 out of the stele or
on the production of ground tissue layers. These results indicate
the AtSCR promotes the nuclear localization of OsSHR protein
but cannot block its movement.
The SHR Homolog Can Partially Substitute for AtSHR. The roots of
shr-2 mutants are significantly shorter than wild type; they have
a smaller meristem (based both upon the length of the meristem
and cell number) and lack an endodermis. To determine whether
the monocot SHR proteins could substitute for AtSHR, OsSHR1,
OsSHR2, or BdSHR was crossed into the shr-2 mutant back-
ground and both root growth and patterning were assessed (Fig.
S6). Expression of either OsSHR1or BdSHR in shr-2 was able to
fully rescue root growth and meristem size; OsSHR2 provided
a partial rescue of the shr-2 phenotype with restoration of root
growth to nearly wild-type levels (Fig. S6D) and a 48.6% rescue in
the size of the meristem (Fig. S6E). Although the monocot SHR
proteins were able to restore growth of shr-2 roots, all of the SHR
homologs produced an “over-rescue” phenotype with the forma-
tion of multiple ground tissue layers (Fig. 2A). These results in-
dicate that in most cases, the SHR homologs can functionally
substitute for AtSHR.
In both wild-type and shr-2 mutants, expression of the ho-
mologous SHR transgenes in A. thaliana resulted in the forma-
tion of additional ground tissue layers with OsSHR2 showing the
greatest potential for inducing extra cell layers (Fig. 2 A and D
and Fig. S1 C−F). In wild-type A. thaliana roots, movement of
SHR into the cortical endodermal initial (CEI) and the CED
cell up-regulates SCR, which, together with SHR, turns on
CYCLIND6;1 (CYCD6;1) (8). In the CED cells, expression of
CYCD6;1 triggers the asymmetric periclinal cell division that
creates the separate endodermal and cortical cell layers. Con-
sistent with an induction of periclinal cell divisions in the gen-
eration of extra cell layers in the roots expressing the rice and B.
distachyon SHRs, SCR is expressed beyond the endodermis (Fig.
3D) and CYCD6;1 is expressed not only in the CEI and the CED
cells but also in the cortical cell lineages. In 6-d-old roots, ex-
pression of CYCD6;1 was particularly enriched in the outer
cortex cell layers. Occasionally, expression was also seen in the
epidermis (2 out of 10 roots) and the endodermis (1 out of 10
roots) (Fig. S7) (8, 12, 14, 15). These results are consistent with
the ectopic movement of the OsSHR1, OsSHR2, and BdSHR
proteins inducing SCR and CYCD6;1, which leads to ectopic
periclinal cell divisions in the cortex.
The Monocot SHRs Specify a Single Layer of Endodermis and Multiple
Layers of Cortex. To determine the identity of the additional cell
layers created by the expression of OsSHR1, OsSHR2, or BdSHR,
we examined cell-type specific markers of the endodermis
(ENDODERMIS7:Histone2B:mCherry, referred to here as EN7-
HC) and cortex (CORTEX2:Histone2B:mCherry, referred to here
as pCO2-HC) (16) in wild-type roots expressing the monocot SHR
proteins. We found an inverse correlation between expression of the
EN7-HC and the CO2-HC markers, with cells near the root tip
transiently expressing EN7-HC and cells in the distal region of the
meristem expressing CO2-HC (Fig. 5A and Fig. S8 A−F). To better
understand the determination of cell fate within the extra ground
tissues, we quantified the fluorescence intensity of the EN7-HC and
CO2-HC makers in the first extra cell layer and the results were
normalized to the endodermis or the cortex. We found that in the
first additional cell layer, EN7-HC expression was highest adjacent
to the quiescent center (QC) and then decreased dramatically in the
shootward direction (Fig. 5B). The level of EN7-HC was reduced by
80% in cells separated from the CEI by four rounds of anticlinal
(transit amplifying) cell divisions. In this region of the root where
EN7-HC levels dropped, CO2-HC expression was initiated (Fig.
5B). The intensity of CO2-HC within the first extra cell layer in-
creased sevenfold after an additional five rounds of anticlinal cell
division, indicating that the additional ground tissue layers that are
not in direct contact with the stele transiently express EN7-HC, but
then quickly adopt a cortex cell identity as they are displaced into
the distal meristem (shootward) via transit amplifying cell divisions.
To further verify the identity of the extra ground tissues layers,
we crossed a functional marker of cell identity, the PIN2:
PIN2-GFP (PIN-FORMED 2) auxin efflux carrier into a line
expressing OsSHR2. In wild-type A. thaliana roots, PIN2 is ab-
sent from the endodermis and is expressed in the cortex and the
epidermis (Fig. 5C). In the epidermis, PIN2 localizes to the basal
region (the shootward side) of cells, while it is restricted to the
apical end (rootward side) of cells in the cortex (17). In roots
expressing OsSHR2, which had the most dramatic effect on root
patterning, the additional cell layers all expressed rootward-
localized PIN2 (Fig. 5 D and E); this is similar to the region of
the root meristem in which expression of pCO2-HC was initi-
ated. These results indicate that the ectopic cell layers generated
by the expression and movement of the monocot SHRs adopt
a cortex cell fate rather than an endodermal or an epidermal
cell fate.
One of the distinguishing features of the endodermis is the
formation of lignin-rich Casparian strips that encircle each cell in
the layer. In the A. thaliana root, the endodermis is the only cell
layer to form Casparian strips (i.e., there is no exodermis), so in
wild-type roots, there is a single layer of lignified cells that sur-
rounds the stele. In the roots expressing the monocot SHR pro-
teins, we also detected a single lignified cell layer surrounding the
Fig. 5. The extra ground tissue cell layers induced by the SHR homologs have
a cortical cell identity. (A) Representative images of expression of EN7-HC
(pseudocolored in blue) and CO2-HC (in red) that is quantified in B. C, cortex;
E, endodermis; Ex, the extra cell layer that was measured in the calculation of
the fluorescence ratio shown in B. The numbers show the location of cells
relative to the first divided initial cell at root tip. (B) Quantification of the
fluorescence ratio between Ex and E or Ex and C as labeled (n = 8 roots, 41–68
cells for each marker). Co2-HC, pCo2-H2B-mCherry; En7-HC, pEN7-H2B-
mCherry. (C) PIN2:PIN2-GFP expression in wild type. PI staining (red) was used
to visualize cell boundaries. The arrows point to the cortex cells that start
to express PIN2-GFP. E, endodermis. (D) PIN2:PIN2-GFP in roots expressing
OsSHR2. Cell layers were shown by PI staining in red. The arrow points to the
additional cell layer that starts to express PIN2-GFP. (E) Magnified images of
the meristem expressing PIN2:PIN2-GFP in OsSHR2-expressing roots. Left
shows just PIN-GFP; whereas Right also shows OsSHR2-YFP. The white arrows
point to cells that first start to express PIN2-GFP. Yellow arrows point to the
nuclear localization of OsSHR2 in the presumptive endodermis. The asterisks
mark the same cells in Left and Right. (F) PI is excluded from the stele and
a single ground tissue layer (the endodermis) in all genotypes (as labeled).
The white arrows point to nuclei in the endodermis.
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stele (Fig. S8 G−J), indicating the presence of a single layer of
endodermis (18). Similar to the epithelium in animals, the en-
dodermis establishes a paracellular (apoplastic) diffusion barrier
in plants (19). Consistent with an ability to block diffusion, Naseer
et al. recently showed that functional Casparian strips (and
therefore a functional endodermis) blocks the flux of propidium
iodide (PI) solution into the stele so that only the epidermis and
cortex are stained with PI in the mature zone of an A. thaliana
root; the endodermis and stele cells are unstained (18). In the
wild-type roots expressing OsSHR1, OsSHR2, or BdSHR, PI was
excluded from the stele and a single cell layer of ground tissue
immediately surrounding the stele. These results indicate that
there is a single functional layer of endodermis regardless of the
number of extra ground tissue layers in the root (Fig. 5F).
These results are consistent with the ability of the monocots
SHRs to induce the formation of multiple layers of cortex in rice
and brachypodium. In A. thaliana, AtSHR is required for the
formation of a functional endodermis. Therefore, we tested whether
OsSHR1, OsSHR2, or BdSHR could restore endodermal cell fate
in the context of the shr-2 roots. The expression of any of the SHR
homologs in shr-2 resulted in the exclusion of PI from the stele and
a single cell layer of ground tissue immediately surrounding the
stele, but not from any of the additional cell layers of ground tissue.
(Fig. S8 N−P). Because shr-2 mutants have no endodermis and
cannot exclude PI (Fig. S8M), these results indicate that the SHR
homologs have the ability to specify endodermis. However, in all
roots examined, the ability to induce endodermis was spatially
limited to the single cell layer adjacent to the stele. Thus, the ex-
pression of OsSHR1, OsSH2, or BdSHR does not alter the number
of endodermal cell layers.
Ectopic Movement or Expression of AtSHR Does Not Result in the
Formation of Additional Functional Endodermal Cell Layers. The
results of our analyses with AtSHR and the homologs from rice
and B. distachyon suggest that although the movement and reg-
ulation of these proteins are similar, the monocot SHR proteins
(even in the presence of an increased domain of movement) have
a spatially limited ability to specify endodermis. In the wild-type
and the shr-2 roots expressing BdSHR, OsSHR1, or OsSHR2, PI
penetrated into the root and the extra cell layers surrounding the
stele. However, PI did not penetrate the stele cells and was also
restricted from a single ground tissue layer surrounding the stele,
indicating that these proteins alone are not sufficient to induce
the formation of endodermis (18). This is in contrast to the
AtSHR, whose increased movement is thought to result in the
formation of ectopic endodermis (7, 9, 16, 20). Expression of
SHR is thought to be both necessary and sufficient for the in-
duction of endodermal cell fate.
In Cui et al., the presence of extra endodermal layers was
shown by the expression of SCR in the supernumerary layers (4).
In Nakajima et al. (7), the formation of extra endodermal cell
layers in roots expressing SHR from the SCR promoter (SCR:
SHR) was shown by expression of SCR in the cells, as well as by
the accumulation of suberin, which is associated with Casparian
strips. However, no functional assays were performed to test for
the presence of additional layers of endodermis in either the
SCR RNAi (4) or the SCR:SHR lines. To determine whether
ectopic movement or expression of AtSHR can produce a func-
tional endodermis, we examine PI exclusion in SCR RNAi-, 35S:
SHR-GFP–, and SCR:SHR-nlsGFP–expressing lines, all of which
produce extra ground tissue. In SCR RNAi lines (4), we found
that the supernumerary layers did not restrict PI movement, in-
dicating that these roots do not form additional functional en-
dodermal cell layers (Fig. 5F). Likewise, in roots constitutively
expressing SHR (35S:SHR-GFP) or roots expressing SHR di-
rectly in the ground tissue (SCR:SHR-nlsGFP) (Fig. 5F) (6), the
extra layers were not lignified (Fig. S8K) nor did they behave as
a functional endodermis (Fig. S8L). These results suggest that
AtSHR alone is not sufficient to induce a functional endodermis.
In A. thaliana and likely in the roots of other plant species, we
propose that an additional factor, perhaps derived from the stele,
is required for SHR to specify a functional endodermis.
Discussion
In examining the movement capacity and function of the rice and
B. distachyon homologs of AtSHR, we find compelling evidence
for a conserved mechanism for SHR movement and ground
tissue patterning. The movement of all of the SHR proteins was
similar in terms of the kinetics of protein movement, the re-
quirement for a conserved threonine in the VHIID domain of the
protein, and a role for SCR in promoting nuclear localization of
SHR and movement from the stele into the endodermis. With re-
spect to protein function, expression of any one of the B. distachyon
orO. sativa homologs of AtSHR was able to rescue endodermal cell
fate in the shr-2 mutant background. In addition, both BdSHR and
OsSHR1 were able to complement defects in the meristem of the
shr-2 plants, as well as root growth. Unlike AtSHR, movement of
the monocot SHRs was not limited to a single layer of ground tis-
sue. The increased movement of the SHR proteins produced
multiple layers of cortex cell. In no instances did we observe more
than one layer of functional endodermis, as is predicted by Cui et al.
(4). It is possible that some of the ground tissue layers in the roots
expressing the SHR homologs or AtSHR had mixed cell identity,
with partial endodermal and cortex cell character. However, the PI
exclusion assays and lignin autofluorescence indicate that while
SHR is necessary for specification of a functional endodermis, it is
not sufficient.
A major feature of the ground tissue patterning model pro-
posed by Cui et al. (4) was the ability of SCR to inhibit SHR
movement via direct protein−protein interaction and seques-
tration in the nuclei of endodermal cells. While we cannot en-
tirely rule out differences in the levels of SCR expression
between the roots expressing the A. thaliana and grass SHR
proteins, our results suggest that the direct binding of AtSCR to
the monocot SHR proteins is insufficient to inhibit movement
from the endodermis. SCR is, however, responsible for the nu-
clear localization of OsSHR1, OsSHR2, and BdSHR. To mini-
mize the apparent differences between the behaviors of the SHR
Fig. 6. Revised model for ground tissue patterning (4). The green circles are
nuclei. Dotted lines indicate protein movement. The size of the font is meant
to indicate the relative amount of the protein. (A) The pathways for the
formation of a wild-type A. thaliana root and (B) one in which SCR is reduced
via RNA interference. The arrows and text shown in red are modifications to
the previous model. Unlike the previous model proposed by Cui et al. (4),
SCR-dependent nuclear localization and restriction of SHR movement are
separable. The ability of the monocot SHR proteins to interact with SCR and
localize to nuclei, yet move past the endodermis, indicates that a factor
downstream of SCR (indicated by “?”) is important for inhibiting movement
of AtSHR.
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proteins, we propose a modified model for the regulation of
SHR movement, in which SCR directly promotes the nuclear
localization of AtSHR (along with the SHR homologs) and in-
directly blocks movement through the up-regulation of an un-
identified factor, indicated by “?” in Fig. 6, that inhibits
movement of AtSHR from the endodermis. This revised model
is based upon several lines of evidence. First, all of the SHR
homologs can bind to AtSCR and all of the SHR homologs are
nuclear localized in the ground tissue, yet they move beyond the
endodermis in both shr-2 and in wild-type roots. These results
indicate that neither nuclear localization of SHR in the ground
tissue nor binding of SHR to SCR is sufficient to block in-
tercellular movement. In addition, previous results showed that
the inclusion of a nuclear export signal in AtSHR-GFP caused
cytoplasmic localization of AtSHR-GFP in the endodermis, yet
the protein was restricted to the endodermis, presumably due to
the presence of an SCR-dependent factor that prevents move-
ment of AtSHR, independent of nuclear localization (21).
Likewise, Sena et al. showed that when expressed in the epi-
dermis of wild-type roots (where SCR is not normally expressed),
AtSHR showed little movement into the cortex; however in the
scr mutant background, AtSHR moved freely into the cortex
(20). All of these data point to the presence of a SCR-dependent
factor that restricts movement of AtSHR (but not OsSHR1,
OsSHR2, or BdSHR) in the endodermis. This is in contrast to
the original model in which the direct binding of AtSHR by SCR
resulted in the nuclear localization of AtSHR, resulting in re-
stricted movement (4).
A conserved mechanism limiting the movement of SHR is
used to explain the formation of one endodermal cell layer in
plant roots (Fig. 1) (4). This hypothesis was based, in part, upon
previous data showing that ectopic expression of AtSHR can
change the properties of the cell wall and induce production of
suberin, which was used as a marker of endodermis. For example,
in Nakajima et al. (7), expression of SHR from the SCR pro-
moter caused the formation of supernumerary ground tissue
layers that produced suberin. Recently, work by Naseer et al. has
questioned the usefulness of suberin as a marker of endodermis;
instead, they have shown that a functional endodermis is lignified
and able to exclude PI in the absence of suberin (18). Here we
show, using the EN7-HC, CO2-HC, and PIN2-GFP markers (14,
16), as well as lignin autofluorescence and PI exclusion assays,
that the expression of the SHR homologs in A. thaliana roots
results in the formation of a single endodermal cell layer and
multiple layers of cortex. In addition, reexamination of the lines
that show either ectopic movement or ectopic expression of
AtSHR indicates that AtSHR also has a limited ability to specify
functional endodermis, even with the production of suberin.
All of our data are consistent with the SHR proteins having
a spatially restricted ability to specify endodermis that is in-
dependent of the extent of protein movement. Because it is the
SHR-containing ground tissue layer in contact with the stele that
develops as endodermis, it may be a stele-derived signal that
participates with SHR to induce endodermal specification. It is
this signal that is the critical factor in the formation of a single
endodermal cell layer next to the stele. In the context of the
monocot roots, the spatial restriction of the stele-derived signal
in the presence of increased movement of SHR represents a
plausible and testable mechanism for the formation of multiple
layers of cortex without an expansion of the endodermis. In this
context, the regulation of the extent of SHR movement would
control the number cortex cell layers, which in rice and B. distachyon
differs between root segments on the same plant.
Materials and Methods
All plants were grown on 1% agar plates with 0.5x Murashige and Skoog
(MS) medium under a 16-h light/8-h dark cycle at 23 °C. Five- to six-day-old
plants were used for all experiments unless otherwise stated. Roots were
counterstained in 0.01 μg/mL PI in water. Confocal images were obtained
using a 20× water-immersion lens on a Leica TCS SL microscope. The yeast
two-hybrid assays were tested in diploid yeast cells by mating the two yeast
strains, Y187 and AH109. BiFC assays were performed in protoplasts
extracted from A. thaliana. Details are provided in SI Materials and Methods.
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RESUME DE LA THESE : 
 
Un développement racinaire optimal est essentiel aux plantes pour favoriser leur 
croissance et leur permettre d’accéder à de meilleurs rendements. La plupart de nos 
connaissances concernant le contrôle moléculaire du développement racinaire a été acquise 
grâce à l’étude de la plante modèle dicotylédone Arabidopsis thaliana. Les racines de riz, 
plante modèle des monocotylédones, présentent une anatomie semblable à celle 
d’A.thaliana. Ces deux systèmes racinaires sont caractérisés par une organisation 
concentrique des tissus autour de la stèle. Entre l’endoderme et l’épiderme, le riz présente 
deux couches plus externes, le sclérenchyme et l’exoderme, ainsi que plusieurs couches de 
cortex. Chacun de ces tissus possèdent des spécificités anatomiques et moléculaires qui leur 
confèrent des rôles diverses dans le développement et la croissance de la racine. Le nombre 
de couche variable de cortex dépend du type de racines, du stade de développement de la 
plante et des conditions environnementales. Le tissu cortical a un rôle structurel, fonctionnel 
et adaptatif essentiel pour les racines de riz.  
La différenciation du cortex et de l’endoderme a été longuement étudiée chez 
A.thaliana durant la dernière décennie. Le gène SHORT-ROOT (SHR) a été identifié comme 
un gène clé dans leur formation. Un modèle moléculaire a été développé, où SHR est 
transcrit dans la stèle et dont la protéine migre jusque l’endoderme où elle active la 
transcription du gène SCARECROW (SCR). Ensemble SHR et SCR induisent la division 
périclinale asymétrique d’une cellule initiale à l’origine de la formation des deux tissus que 
sont l’endoderme et le cortex. Chez le riz, il existe des orthologues de SHR et SCR, qui sont 
apparus suite à des duplications, appelés OsSHR1 et OsSHR2 ainsi qu’OsSCR1 et OsSCR2. Au 
sein de cette thèse nous avons tenté d’identifier le rôle des gènes OsSHR1&2 dans la mise en 
place des différentes couches de cortex chez le riz. 
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Riz, racine, cortex, développement racinaire, génétique, SHORT-ROOT 
 
